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2 Einleitung 
 
Wie schafft es ein hyperthermophiler Organismus, trotz  extrem hoher Temperaturen seine 
strukturelle Integrität zu bewahren? Wie ist es möglich, dass Lebewesen selbst in kochend heißem 
Wasser in der Lage sind, komplexe und äußerste Präzision verlangende stoffwechselphysiologische 
Aufgaben zu gewährleisten, wie die korrekte Ablesung der Gene für die jeweils gerade benötigten 
Proteine (und Nicht-Proteingene wie tRNAs und rRNA)? Dieser „Transkription“ genannte 
Teilbereich des Zellstoffwechsels  wird in der Arbeitsgruppe von Prof.Dr.M.Thomm intensiv u.a. 
an dem optimal bei 100°C wachsenden Archaeon (Archaebakterium) Pyrococcus furiosus (Fiala & 
Stetter, 1986) untersucht, wobei es möglich war, ein zellfreies Transkriptionssystem zu etablieren, 
mit dem eine spezifische Transkription bis zu einer Temperatur von 95°C möglich ist (Hethke et al., 
1996; Hethke et al., 1999).  
Natürlich ist P.furiosus nicht der einzige hyperthermophile, d.h. bei > 90°C wachsende Organismus 












































Abb.2-01: Stammbaum mit Pyrococcus furiosus, einem hyperthermophiler Vertreter der Archaea 
Modifiziert nach (Blöchl et al., 1995). In diesem auf 16S rRNA-Analyse beruhenden Stammbaum sind 
hyperthermophile Arten rot und mesophile Organismen blau markiert. Im folgenden genauer untersuchte 
Arten sind unterstrichen. Die Gattung Methanococcus wurde mittlerweile in Methanocaldococcus 
umbenannt. Methanobacterium heißt jetzt Methanothermobacter. 
 
Der Stammbaum zeigt eine zuerst von C.Woese postulierte (und inzwischen weitgehend 
anerkannte) Gliederung aller Lebewesen in drei große Gruppen (Domänen genannt), die Archaea, 
Bacteria und Eukarya (Woese & Fox, 1977; Woese et al., 1990; Armache et al., 2003). Die 
Kalkulation der phylogenetischen Verwandschaftsverhältnisse auf Basis eines einheitlichen 
Kriteriums, nämlich der Struktur der 16S  rRNA (bzw. 18S rRNA bei Eukarya) war revolutionär, 
weil die zuvor z.B. nach Organisationstyp und phänotypischen Eigenschaften (bei Bakterien oft 
Stoffwechseleigenschaften) aufgestellten Stammbäume oftmals nur in Teilbereichen für alle 
Merkmale kohärent waren. Das Muster der seltenen, aber regelmäßig im Laufe der Zeit 
auftretenden Mutationen im Gen eines hochkonservierten Marker-Moleküls wie der 16S rRNA 
kann dagegen mit computerbasierten Methoden in einen universellen Stammbaum  umgerechnet 
werden.  
Interessanter Weise  zeichnete sich hier ein „heißer Ursprung“ des Lebens ab, d.h. in dem oben 
gezeigten Stammbaum erscheint die Mesophilie (also die Anpassung an moderate Temperaturen) 
jeweils als abgeleitetes Merkmal (selbst innerhalb einer Gattung, siehe Methanocaldococcus), 
während die hyperthermophilen Organismen die am tiefsten abzweigenden (und somit 
„ursprünglichsten“) Vertreter stellen. Allerdings existieren auch Daten, die gegen eine „primäre 
Hyperthermophilie“ sprechen, wie aktuelle Diskussionen zeigen (Islas et al., 2003). Dass die 
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hyperthermophilen Gattungen Aquifex und Thermotoga wirklich an der Basis der Bacteria stehen, 
ist kürzlich erneut bestätigt worden (Di Giulio, 2003). 
Während also bei Bacteria einige wenige und bei Archaea eine Vielzahl von Gattungen eine 
Anpassung an hohe Temperaturen zeigen, findet sich bei Eukarya (also den „höheren Lebewesen“ 
mit Tieren, Pflanzen und Pilzen) bisher kein einziges entsprechendes Beispiel.   
Das Thema dieser Arbeit, nämlich „Protein-Protein-Wechselwirkungen der Untereinheiten der 
RNA-Polymerase von Pyrococcus furiosus“,  deutet den komplexen  Aufbau der neben den 
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB und der Promotor-DNA mit TATA-Box (Thomm, 1996) 
wichtigsten Komponente für spezifische Transkription, der DNA-abhängigen RNA-Polymerase an. 
Da in dieser Arbeit ausschließlich DNA- und nicht RNA-abhängige RNA-Polymerasen untersucht 
und diskutiert werden (letztere kommen z.B. bei RNA-Viren vor), wird im folgenden meist nur 
noch von „RNA-Polymerase“ (ohne Zusatz) bzw. in Kurzform als „RNAP“ gesprochen.  
Abgesehen von viralen RNA-Polymerasen, wie der (DNA-abhängigen) T7-RNA-Polymerase, die 
z.B.  für die Überexpression rekombinanter Proteine in einigen E.coli-Expressionsstämmen (z.B. 
BL21(DE3)) verwendet wird, sind RNA-Polymerasen immer aus mehreren Untereinheiten 
aufgebaut, wobei die Komplexität in bezug auf deren Anzahl bei Eukarya und Archaea mit ca. 12 
höher als bei Bacteria (5 Untereinheiten) ist. Bevor auf die domänen-spezifischen, grundlegenden 
Unterschiede des Mechanismus der Transkription eingegangen wird (z.B. erfolgt die Rekrutierung 
der RNA-Pol bzw. die spezifische Promotor-Erkennung bei Bacteria über alternative σ-Faktoren 
und nicht über TFB / TBP wie bei Archaea und Eukarya) zunächst ein Überblick: 
2.1 Anzahl und Benennung der RNA-Pol-Untereinheiten 
Wie auch der Tabelle unter [Abb.4-05] zu entnehmen ist, ist die Benennung der Gene der 
Untereinheiten der DNA-abhängigen RNA-Polymerase alles andere als einheitlich, was die 
„historische“ Entwicklung der Forschung auf diesem Gebiet widerspiegelt. Vor allem bei 
S.cerevisiae werden 4 – 5 Synonyme pro Gen gefunden, z.B. ist auch eine Bezeichnung wie 
„Rpa190“ für die größte Untereinheit bei Pol I üblich, bei der das ermittelte Molekulargewicht im 
Namen enthalten ist. Zumindest bei Pol II hat sich aber die Bezeichnung „Rpb + Zähler“ 
durchgesetzt, d.h. Rpb1 für die größte, und Rpb12 für die kleinste Untereinheit („Rpa“ und „Rpc“ 
dann entsprechend für Pol I und Pol III), wobei allerdings einige Untereinheiten in allen drei 
Polymerasen enthalten sind. Dies ist für Rpb5, Rpb6, Rpb10 und Rpb12 der Fall. Rpc19 kommt in 
Pol I und Pol II vor. Jedoch ist hier (und besonders bei Pol I und Pol III) manchmal nicht ganz 
eindeutig, wo von einer RNA-Pol-Untereinheit, und wo von einem RNA-Pol-assoziierten Faktor 
gesprochen werden muß. Gerade die eukaryotischen RNA-Polymerasen sind von einer Vielzahl von 
Hilfsproteinen und (z.B. die Transkriptionsaktivität modulierenden) Faktoren umgeben.  
Die Untereinheit E’’ ist in [Abb.2-02] bei Pyrococcus / Archaea noch nicht eingetragen, sollte aber 
(zumindest während bestimmter Funktionszustände der RNA-Pol) als Bestandteil des RNA-Pol-
Komplexes nachgewiesen werden können (zur Überlappung des E’’-Genes mit E’ siehe [4.5]; 
E’’/rpoE2 ist etwas größer als K/rpoK). 
Innerhalb von Archaea hat sich die Benennung der Untereinheiten nach dem Schema „rpo + 
großgeschriebener Buchstabe“ durchgesetzt – es findet sich aber z.B. auch eine Bezeichnung wie 
„rpoB’“ statt „rpoB1“ (Halobacterium sp.). Um hier keine Verwirrung aufkommen zu lassen, habe 
ich mich in dieser Arbeit an folgende Schreibweisen gehalten: 
Die Gene der 12 Untereinheiten (bzw. 13 z.B. bei den methanogenen Archaea) der archaeellen, 
DNA-abhängigen RNA-Polymerase werden mit „rpoB (rpoB1 + rpoB2), rpoA1, rpoA2, rpoD, 
rpoE1, rpoE2, rpoF, rpoH, rpoK, rpoL, rpoN, rpoP“ bezeichnet. 
Bei den resultierenden Proteinen / Produkten wird von „B (B’ + B’’), A’, A’’, D, E’, E’’, F, H, K, 
L, N, P“ gesprochen, bzw. von der „B-Untereinheit der RNA-Polymerase“ und so weiter. 
Weil letzteres ziemlich lang ist, die Bezeichnung ausschließlich mit einem einzigen Buchstaben 
aber irreführend sein kann, wurde in vielen Fällen die knappe und eindeutige Bezeichnung der Gene 
verwendet, obwohl eigentlich das Gen-Produkt gemeint ist. In der Regel ist dies aber eindeutig aus 
dem Kontext zu erschließen. 
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Dies gilt auch für die bei den Alignments und Stammbäumen verwendete Form der Art 
„Pfu_rpoB“ etc., bei der ich zusätzlich den ersten Buchstaben der Gattung in Verbindung mit den 
ersten beiden Buchstaben des Artnamens hinzugefügt habe. Diese Kombination ist in der Literatur 
eher ungebräuchlich (zumindest in Verbindung mit dem zusätzlichen Unterstrich) – es können auch 
die (teilweise sehr begrenzt aussagekräftigen) Bezeichnungen aus Tabelle [Abb.4-05] oder aber 
Umschreibungen evtl. unter Einbeziehung von Accession Number und ID aus der ensprechenden 
Protein-Datenbank verwendet werden (falls vorhanden). 
Ein Namenskonflikt zeigt sich beim Vergleich der archaeellen RNA-Pol-Gene mit denen bei 
Bacteria: Auch hier werden die RNA-Pol-Gene mit „RPOA“ etc. benannt – jedoch darf aufgrund 
desselben Buchstabens nicht auf Homologie geschlossen werden! (RPOD bezeichnet z.B. einen 
Sigma-Faktor, während rpoD aus Archaea zur Alpha-Untereinheit der RNA-Pol aus Bacteria 
homolog ist). Keine Verwechslungsgefahr besteht, wenn die Buchstaben des griechischen 





Abb.2-02: Anzahl und Größe der RNA-Pol-Untereinheiten bei Eukarya, Archaea und Bacteria 
Sequenzhomologien zwischen den Untereinheiten der verschiedenen RNA-Polymerase-Typen wurden 
farblich markiert. In einigen Fällen besitzen zwei Untereinheiten Homologie zu einem einzigen Protein beim 
Vergleichsorganismus (rpoA1 und rpoA2 bei Pyrococcus gegenüber Rpa190, Rpb1, Rpc160 und ß’, sowie 
Rpb3 und Rpb11 bzw. rpoD und rpoL gegenüber der bakteriellen α-Untereinheit). Sofern es der Platz zuließ, 
wurden die Proteine ihrem Molekulargewicht entsprechend halblogarithmisch angeordnet. Die Gewichte 
reichen von 5757 Da für rpoP aus P.furiosus bis ca. 190 kDa für Rpb1 aus Pol II. 
  
Wie gut zu erkennen ist, folgen alle gezeigten RNA-Polymerasen vom Aufbau her prinzipiell dem 
Schema „Zwei große Untereinheiten, die durch mehrere kleine Untereinheiten ergänzt werden“ 
(Sonntag & Darai, 1995).  Bei Archaea ist allerdings die größte Untereinheit mit dem katalytischen 
Zentrum (also das Homolog zu Rpb1 der eukaryotischen RNA-Polymerase II (Pol II) und ß’ bei 
Bacteria) in die beiden Teile rpoA1 und rpoA2 gespalten. Bei einigen Archaea (u.a. den 
methanogenen Archaea, siehe [Abb.4-05])  ist zusätzlich rpoB in rpoB1 und rpoB2 gespalten, so 
dass in diesem Fall wieder die das katalytische Zentrum enthaltende Untereinheit rpoA1 das größte 
Molekulargewicht besitzt. Das universell in DNA-abhängigen RNA-Polymerasen enthaltende 
Sequenzmotiv „NADFDGD“ ist verantwortlich für die Bindung des zentralen Mg2+-Ions im 
katalytischen Zentrum in Form eines Chelates (Sonntag & Darai, 1995; Zaychikov et al., 1996).  
Dies ist (zusammen mit weiteren hochkonservierten Abschnitten wie z.B. dem „RQP(TS)LH“-
Motiv 26-31 Aminosäuren stromaufwärts vom Hauptmotiv (Sonntag & Darai, 1995)) ein starkes 
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Indiz für eine domänen-übergreifende Ähnlichkeit der RNA-Polymerasen sowohl in funktionaler 
als auch struktureller Hinsicht, was sich auch im Detail in einer Vielzahl weiterer charakteristisch 
konservierter Sequenzmuster zeigt (Bartlett et al., 2000).  Obwohl die bakterielle RNA-Pol 
(ß’ßα2ω) in bezug auf Anzahl und Molekulargewicht deutlich von den archaeellen und 
eukaryotischen Polymerasen abzuweichen scheint, finden sich bei der Analyse der offensichtlich 
aus „Strukturmodulen“ aufgebauten großen Untereinheiten (Severinov et al., 1996) viele 
Ähnlichkeiten. 
Trotzdem stellt natürlich die eukaryotische Pol II (aus dem „Modellorganismus“ Saccharomyces 
cerevisiae = Bäckerhefe) die Hauptreferenz für Vergleiche mit der in dieser Arbeit untersuchten 
RNA-Polymerase  aus Pyrococcus furiosus dar, u.a. weil hier zuerst eine 3D-Struktur für einen 
Komplex aus 10- bzw. kürzlich auch aus 12-Untereinheiten erstellt wurde (Cramer et al., 2000; 
Cramer et al., 2001; Armache et al., 2003). Die zweite Hauptreferenz stellt die vor einiger Zeit aus 
rekombinanten Untereinheiten konstituierte archaelle RNA-Polymerase aus Methanocaldococcus 
jannaschii dar, für die spezifische katalytische Aktivität nachgewiesen wurde (Werner & Weinzierl, 
2002). Allerdings existiert hier noch keine 3D-Struktur für den Gesamtkomplex. Die 3D-Struktur 
eines Komplexes  aus den Untereinheiten rpoE1 und rpoF aus M.jannaschii (Todone et al., 2001) 
wurde in die Interpretation der 3D-Struktur der E’- und F-Homologe Rpb4 und Rpb7 auf Basis der 
bisher detailliertesten eukaryotischen Kristallstruktur der Pol II mit einbezogen (Armache et al., 
2003). 
 
Abb.2-03: Schematische 3D-Darstellung: Prinzipielle Arbeitsweise einer RNA-Polymerase 
Abbildung aus (Klug, 2001), siehe auch (Cramer, 2002). Es handelt sich um die eukaryotische RNA-Polymerase aus 
S.cerevisiae. Gezeigt wird die Elongationsphase der Transkription, bei der die RNAP sich bereits von den anderen, zur 
Initiation der Transkription benötigten Komponenten gelöst hat, und die DNA entlang wandert. Es handelt sich um einen 
Längsschnitt durch den Enzymkomplex entlang des großen Spaltes, an dessen Grund der Weg der DNA verläuft (grün-
blaue Doppelhelix) und sich das katalytische Zentrum der RNAP mit dem komplexierten Mg2+-Ion befindet (roter Kreis).  
Die Richtung der Transkription verläuft stromabwärts, in diesem Fall also nach rechts. Am anderen Ende der Spalte (in 
der Grafik oben schräg-links) verlassen die transkribierte DNA und die erfolgreich synthetisierte RNA (rote Linie) das 
Enzym (der grüne, nicht codogene DNA-Strang wurde der Übersichtlichkeit halber teilweise weggelassen). Die NTPs, als 
Substrat für die mRNA-Synthese gelangen über einen Trichter (Funnel), der in einer Pore mündet über einen 
besonderen Zugang direkt an das katalytische Zentrum. Eine Brücke (Bridge) genannte Proteinstruktur ist für die 
Auftrennung der beiden DNA-Stränge wichtig, die Voraussetzung für die "Ablesung der DNA" und die Ausbildung des 
DNA-RNA-Hybrids ist. Eine große, klammerartige Struktur (Clamp) deckt die Spalte nach einer durch die Anwesenheit 
von DNA und DNA-RNA-Hybrid induzierten, starken Konformationsänderung teilweise ab, was den Elongationskomplex 
stabilisiert. 
 
Der geschilderte Mechanismus ist das Grundprinzip aller RNA-Polymerasen, wenngleich der 
Enzymaufbau nicht in allen Fällen so komplex ist (z.B. bei der T7-RNA-Polymerase aus einer 
einzigen Untereinheit). Die Abbildung wird als erster Überblick schon an dieser Stelle gezeigt, weil 
im folgenden recht lange von den einzelnen Untereinheiten, deren Details und beteiligten Faktoren 
die Rede sein wird, und erst in einem späteren Teil dieser Arbeit wieder auf die RNA-Polymerase 
und ihre Funktion als ganzes eingegangen wird.  
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2.2 Komponenten & Mechanismus der Transkription in Archaea, Eukarya, Bacteria 
Diese Arbeit beschäftigt sich im wesentlichen mit den Eigenschaften und den Wechselwirkungen 
der einzelnen Untereinheiten der RNA-Polymerase aus P.furiosus. Der eigentliche Vorgang der 
spezifischen Transkription und seiner Regulation im Rahmen der Genexpression war dagegen 
(abgesehen von der Überprüfung der spezifischen Aktivität bei der Reinigung des nativen Enzyms 
aus Pyrococcus) nicht Thema der praktischen Experimente.  
Um die im folgenden beschriebenen Unterschiede bei Anzahl, Struktur und Anordnung der RNA-
Polymerase-Untereinheiten besser einordnen zu können, soll trotzdem kurz auf die 
Hauptunterschiede bei der archaeellen, eukaryotischen und bakteriellen Transkription eingegangen 
werden. Diese Einteilung stützt implizit gleichzeitig die genannte Einteilung aller Lebewesen in die 
drei oben diskutierten Domänen, weil sich in bezug auf den Transkriptionsapparat 
domänenspezifische (teilweise einzigartige) Besonderheiten finden: 
 
Transkription bei Bacteria: 
Wie bei Archaea, gibt es bei Bacteria nur eine DNA-abhängige RNA-Polymerase, die sowohl die 
mRNA für die Expression aller Proteingene, als auch rRNAs, tRNAs etc. generiert. Diese mRNAs 
können, wie bei Archaea eine polycistronische Struktur aufweisen. Die Core-Polymerase aus vier 
Untereinheiten ("ß'ßα2", d.h. die α-Untereinheit ist zweimal vorhanden) (Helmann & Chamberlin, 
1988) wird durch die später entdeckte Omega-Untereinheit ergänzt, die in stöchiometischen 
Mengen an die übrigen Untereinheiten assoziiert ist. Diese kleinste Untereinheit (s.Abb.2) scheint 
wichtig für ein korrektes "Assembly" der RNA-Polymerase zu sein, und bindet offensichtlich an 
den N- und C-Terminus der größten Untereinheit ß', die das katalytische Zentrum enthält (Ghosh et 
al., 2001), so dass sich das Untereinheiten-Muster "ß'ßα2ω" ergibt. 
In Gegensatz sowohl zu Archaea, als auch Eukarya erfolgt die für eine gezielte Transkription nötige 
Erkennung der vor den jeweiligen Genen in einem bestimmten Abstand vom 
Transkriptionsstartpunkt stromaufwärts auf der DNA gelegenen Promotorsequenz  über σ-Faktoren. 
Bei dem Promotor handelt es sich um die so genannte TATA-Box (Konsensus 5'-TATAAT-3'), 
auch "Pribnow-Schaller-Box" genannt (Pribnow, 1975; Schaller et al., 1975) –10 bp vor dem 
Transkriptionsstart, sowie um die vor allem bei konstitutiv exprimierten Genen gefundene 2.Box  
bei Position –35 bp (Konsensus 5'-TTGACA-3'). Das Prinzip einer globalen Regulation ganzer 
Funktionsgruppen von Genen über "alternative σ-Faktoren", die nicht zuerst an den Promotor, 
sondern direkt an die RNA-Polymerase binden, um so deren Affinität zu bestimmten Promotor-
Typen zu verstärken, scheint sich im Rahmen der Evolution als schlagkräftige Alternative zum 
(weiter unten beschriebenen) Mechanismus bei Archaea und Eukarya bewährt zu haben. Typisches 
Beispiel ist z.B. die so genannte "Hitzeschock-Antwort", bei der eine Stress-Situation durch eine 
Umstellung des Zellstoffwechsels auf ein anderes Expressionsmuster über den σ32-Faktor erreicht 
wird (z.B. zur vermehrten Produktion von proteinstabilisierenden Chaperon-Proteinen). Darauf, 
dass es in bezug auf das Gen für den Standard-σ-Faktor σ70 bei E.coli und für die Untereinheit D 
der RNA-Polymerase bei Archaea eine Namensüberschneidung gibt (in beiden Fällen „rpoD“) 
wurde bereits hingewiesen. Obwohl man vermuten könnte, dass die bakteriellen Promotoren einem 
simplen Aufbau entsprechend den verschiedenen möglichen σ-Faktoren folgen, ist ihre Erkennung 
mit bioinformatischen Methoden auf Genom-Ebene aufgrund der beobachteten Vielfalt nach wie 
vor alles andere als trivial (Eskin et al., 2003). 
 
Transkription bei Eukarya: 
Die Situation bei Eukarya ist schon deshalb komplizierter als bei Bacteria und Archaea, weil hier 
nicht eine, sondern gleich drei verschiedene DNA-abhängige RNA-Polymerasen existieren, die aber 
vom Prinzip her viele strukturelle (und funktionale) Ähnlichkeiten besitzen. So besitzen Pol I, Pol II 
und Pol III beispielsweise fünf gemeinsame Untereinheiten (Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 und 
Rpb12). Während Pol I für die Synthese von 5,8S-, 18S- und 28S-rRNA zuständig ist, übernimmt 
die Pol III die Produktion von 5S-rRNA, tRNAs und snRNAs. Die Pol II synthetisiert alle für die 
Proteinexpression benötigten mRNAs, und ähnelt in Aufbau und Funktion am stärksten der 
archaeellen RNA-Polymerase. Aus diesem Grund (und vor allem, weil an dem eukaryotischen 
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"Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae" die Transkription intensiv erforscht wird) stellt die 
Pol II das wichtigste Referenz-System bei der Erforschung von Details der RNA-Polymerase bei 
Archaea dar. Für die unterschiedlichen eukaryotischen Polymerasen gibt es jeweils typische Muster 
im Promotoraufbau, auf die hier nicht näher eingegangen wird. Interessanter Weise findet sich bei 
den Pol II-Promotoren oft ähnlich wie bei Archaea eine bei –25 bp gelegene TATA-Box 
(Konsensussequenz 5'-TATAA/TAA/T-3') (Breathnach & Chambon, 1981; Bucher, 1990), sowie 
weitere sogenannte CCAAT- und GC-Boxen (Dierks et al., 1983; Kreidberg & Kelly, 1986),  was 
insgesamt auch einen ähnlichen Erkennungsmechanismus von Seiten der beteiligten Faktoren und 
der RNA-Polymerase vermuten läßt. Grundsätzlich ähnlich (und ein prinzipieller Unterschied zu 
Bacteria) ist die Bildung eines Präinitiationskomplexes aus Promotor-DNA, TBP und TFB, an den 
der RNA-Polymerase-Komplex erst nachträglich ankoppelt, während die RNA-Polymerase bei  
Bacteria erst nach dem Binden des σ-Faktors an den Promotor bindet. Allerdings zeigt sich auch 
hier wieder die bei Eukarya sowohl gegenüber Bacteria als auch Archaea "kompliziertere" 
Situation: Während  bei Archaea in vielen Fällen wirklich allein mit den 4 Komponenten 
(linearisierte, die Promotorregion enthaltende) DNA, TBP (aTBP = archaeelles TATA-Box-
Bindeprotein), TFB und der gereinigten RNA-Polymerase spezifische Transkription beobachtet 
werden kann (Hausner et al., 1996; Qureshi et al., 1997), ist dies bei Eukarya nur in 
Ausnahmefällen möglich. Pol II benötigt in der Regel ein Vielzahl von Transkriptionsfaktoren 
(mindestens 7, je nach Zählung) (Flores et al., 1992; Orphanides et al., 1996) und assoziierte 
Faktoren. So kommt bespielsweise TBP nicht allein, sondern integriert in einen Komplex aus mehr 
als 12 TAFs (TBP assoziierte Faktoren) vor. Unter anderem über diese Vielzahl beteiligter Proteine 
ergibt sich ein Netzwerk aus Wechselwirkungen und zusätzlichen (vermutlich teilweise 
redundanten) Regulationsmöglichkeiten, die in dieser Form bei Archaea nicht zu finden sind 
(Thomm, 2000).  
Grundsätzlich ist der Ablauf der Inititation der Transkription bei Eukarya also etwa folgender:  
TFIID (so wird der Komplex aus TBP und TAFs genannt) bindet an den Promotor, wobei es der 
DNA sattelförmig aufsitzt und in dieser eine charakteristische Biegung verursacht. Anschließend 
tritt TFIIB (also TFB bei der Pol II) hinzu, wobei die Bindung von TFIIA als Coaktivator 
stabilisiert wird (Zawel & Reinberg, 1993). An diesen Präinitiationskomplex kann nun die, 
unabhängig vom bis hier geschilderten Ablauf zusätzlich mit TFIIE, TFIIF und TFIIH beladene Pol 
II ankoppeln und den Initiationskomplex bilden. Hierbei handelt es sich dann um die so genannte 
"aktivierte Transkription" im Gegensatz zu der, oben angedeuteten "basalen Transkription".  
Nach erfolgreichem Start der Transkription können die am Promotor verbliebenen Faktoren TFIID 
und TFIIB entweder abdiffundieren, oder aber für weitere Transkriptionszyklen gebunden bleiben 
(das ist zumindest für TFIID aus energetischen Gründen wahrscheinlich (Nikolov & Burley, 1997). 
Dass die mit dem beschriebenen Prozess verbundenen vielfältigen Protein-Protein-
Wechselwirkungen nicht nach einem starren "Baukasten-Prinzip" ablaufen, sondern mit einer 
Kaskade von induzierten Konformationsänderungen einhergehen, zeigen z.B. Untersuchungen an 
TFIIB, welches erst durch Bindung zusätzlicher Aktivatoren und/oder Bindung an TFIID in die 
Lage versetzt wird, an die Pol II zu binden, weil sonst durch eine intramolekulare Bindung des N-
Terminus an eine C-terminale Region von TFIIB die benötigten Binderegionen blockiert sind 
(Roberts & Green, 1994). Hierbei scheint auch der über TFIIF vermittelte Kontakt zwischen TFIIB 
und Pol II einen wichtige Rolle zu spielen  (was auch ganz aktuelle Forschungsdaten belegen 
(Armache et al., 2003)).  
 
Transkription bei Archaea: 
Bezüglich der RNA-Polymerase bei Archaea ist bekannt, dass sie zwar auch homolog zur 
bakteriellen RNA-Pol ist, jedoch insgesamt die meisten Ähnlichkeiten mit Pol II aus Eukarya 
aufweist  (Langer et al., 1995; Thomm, 2000; Bartlett et al., 2003). Wie bei Bacteria ist sie sowohl 
für die Synthese der mRNA der Proteingene als auch für die der verschiedenen anderen RNA-
Formen zuständig. Neben vieler Strukturähnlichkeiten der archaellen und eukaryotischen RNA-Pol 
(Pol II) ist vor allem die ähnliche Struktur und Funktion der beiden essentiellen archaellen 
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB ein Hinweise darauf, dass auch der grundlegende 
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Mechanismus der Initiation der Transkription zwischen Archaea und Eukarya konserviert ist 
(Littlefield et al., 1999; Tsai & Sigler, 2000; Bartlett et al., 2003). In vielen Details scheint sich zu 
bestätigen, dass der vereinfachte Transkriptionsapparat der Archaea wahrscheinlich dem des 
gemeinsamen Vorläufers von Archaea und Eukarya ähnelt. (Kyrpides & Ouzounis, 1999; Thomm, 
2000). 
Ähnlich wie bei Eukarya bindet bei der Initiation der Transkription zuerst TBP spezifisch an die 
TATA-Box. Anschließend bindet TFB an TBP und über ein Helix-Turn-Helix-Motiv an das direkt 
stromaufwärts vor der TATA-Box befindliche "B-recognition element" (BRE), was entscheidend 
für die Orientierung des anschließend durch die Anlagerung der RNA-Polymerase komplettierten 
Initiationskomplexes ist. Auch hier werden TBP und TFB nicht mehr benötigt, nachdem der 
Transkriptionskomplex erfolgreich in die Elongationsphase übergegangen ist.   
 
Aktuelle Forschung zum Thema "archaelle Transkription" und "RNA-Polymerase": 
Ein Schwerpunkt der Forschung sind Untersuchungen zur Regulation der Transkription, die bei 
Archaea im Gegensatz zum sonstigen Erscheinungsbild eher bakteriell als eukaryotisch geprägt 
scheint (obwohl es einzelne Gegenbeispiele gibt (Soppa, 1999)). Regulatorproteine vom 
bakteriellen Typ sind z.B LrpA ("Leucine-responsive regulatory protein A") und der kürzlich 
charakterisierte Transkriptionsregulator Phr aus P.furisosus (Vierke et al., 2003), der eine Rolle bei 
der Hitzeschock-Antwort spielt. Ptr1 und Ptr2 aus M.jannaschii sind weitere Beispiele für 
potentielle "bakterielle" Regulatorproteine (Transkriptionsaktivatoren) bei Archaea (Ouhammouch 
et al., 2003). 
Nach wie vor im Zentrum des Interesses steht das detaillierte Bindeverhalten der basalen 
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB aneinander, an die verschiedenen Promotorelemente auf der 
DNA und an die RNA-Polymerase. Interaktionen können hier z.B. auch mit den oben genannen 
Regulatorproteinen oder zusätzlichen (nicht essentiellen) Faktoren wie Tip49 ("TBP interacting 
protein") auftreten. TFE (TFIIEa) wurde als weiterer, vielleicht stärker spezies-spezifischer basaler 
Transkriptionsfaktor vorgeschlagen (Soppa, 1999; Hanzelka et al., 2001), wobei sich eine 
(insgesamt "aktivierende"), die Bindung von TBP und TFB an die TATA-Box stabilisierende 
Funktion herauszukristallisieren scheint (Bell et al., 2001; Voss, 2003). 
Aktuelle Ergebnisse zeigen, dass im Bereich der an der archaeellen Transkription beteiligten 
Faktoren noch mit Überraschungen zu rechnen ist: Erst vor kurzem wurde bei P.furiosus ein neues, 
unbekanntes Protein von ähnlichem Molekulargewicht wie TBP im stromaufwärts gelegenen 
Abschnitt der "Transkriptionsblase" entdeckt, das wahrscheinlich eine Funktion bei der Initiation 
der Transkription hat (Bartlett et al., 2003).   
Die Identifizierung und allgemeine Charakterisierung der Untereinheiten der verschiedenen RNAPs 
hat vor allem durch die Erstellung und die Analyse von 3D-Strukturen der gegenüber Archaea recht 
ähnlichen eukaryotischen Pol II auf der Basis von Röntgenstrukturanalyse (Cramer et al., 2000; 
Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001; Cramer, 2002; Armache et al., 2003) , sowie durch die 
Rekonstitution der RNAP aus rekombinanten Untereinheiten und eine Kristallstruktur eines rpoE'-
rpoF-Komplexes bei Methanococcus jannaschii große Fortschritte gemacht (Eloranta et al., 1998; 
Werner et al., 2000; Todone et al., 2001; Werner & Weinzierl, 2002). 
Für rpoE2 ist noch unklar, ob dieses Protein als Untereinheit im nativen RNAP-Komplex enthalten 
ist. Wenn ja, wäre eine Position im Umfeld von rpoE1 zu erwarten, da die beiden Untereinheiten in 
Sulfolobus acidocaldarius eine Einheit bilden. 
Schließlich werden gegenwärtig Studien zur Aufdeckung des genauen Weges der DNA durch die 
große Spalte des RNAP-Komplexes vorbei am katalytischen Zentrum unternommen, wobei die 
spezifischen DNA-Protein-Kontakte zu bestimmten Untereinheiten eine wichtige Rolle für einen 
regelmäßigen und möglichst fehlerlosen Ablauf der Transkription spielen (Bartlett et al., 2003). 
Diese Daten sind wichtig für die lückenlose Aufklärung des Mechanismus der Transkription. 
Ein kritischer Vorgang ist der Übergang der Transkription von der Initiationsphase mit "open 
complex"-Bildung (Hausner & Thomm, 2001) hinüber in die Elongationsphase, für die 
insbesondere bei Eukarya eine starke Konformationsänderung gezeigt wurde,  die unter anderem 
darin besteht, dass die "Klammer" (clamp) auf der einen Seite der quer durch den RNAP-Komplex 
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verlaufenden Spalte die am Grund der Spalte entlang laufende DNA bzw. das DNA-RNA-Hybrid 
teilweise einschließt, und somit den Komplex stabilisiert (Gnatt et al., 2001).  
Die Elongationsphase und hiermit verbunden die Korrekturlesefunktionen (mit nötigem 
"Backtracking", also einem teilweisen Zurücklaufen beim Auftreten von Fehlern), das Einlegen von 
Pausen, und schließlich die Termination der Transkription stellen weitere entscheidende Prozesse in 
der archaeellen Transkription dar (Hausner et al., 2000; Lange, 2003), wobei der genaue Weg der 
RNA durch den RNAP-Komplex und ihr Schicksal zum Beispiel auch bei abortiven Prozessen von 
Interesse ist.  
2.3 Ziel der Arbeit: 
Das Thema dieser Arbeit fügt sich gut in einen der Forschungsschwerpunkte der Arbeitsgruppe von 
Prof.Dr.M. Thomm ein, nämlich die detaillierte Erforschung von Komponenten, Ablauf und 
Regulation der archaeellen Transkription an dem hyperthermophilen, archaeellen 
Modellorganismus Pyrococcus furiosus (Dahlke & Thomm, 2002; Bartlett et al., 2003; Spitalny & 
Thomm, 2003; Vierke et al., 2003). 
Bisher kam die RNA-Polymerase als eine der essentiellen Komponenten eines zellfreien 
Transkriptionssystems (Hethke et al., 1999) ausschließlich in nativer Form direkt aus Pyrococcus 
gereinigt zum Einsatz. Da es sich bei der RNA-Polymerase um einen dynamischen Komplex aus ca. 
12 Untereinheiten handelt (die je nach stoffwechselphysiologischer Situation durchaus nicht immer 
alle im gleichen stöchiometrischen Verhältnis vorliegen) liegt es nahe, auch die Eigenschaften der 
einzelnen Untereinheiten und ihre Wechselwirkungen mit anderen Untereinheiten, 
Transkriptionsfaktoren und DNA/RNA genauer zu studieren. Außerdem ergeben sich durch die 
Verfügbarkeit der RNA-Polymerase-Untereinheiten in rekombianter Form und großer Menge / 
Reinheit neue Anwendungsmöglichkeiten, bis hin zu einer kompletten Rekonstitution des 
Gesamtkomplexes inklusive nachweisbarer Enzymaktivität, wie dies mittlerweile für 
Methanocaldococcus jannaschii gezeigt wurde (Werner & Weinzierl, 2002). 
In dieser Arbeit wird durch die Identifizierung, Klonierung, Expression und Reinigung der meisten 
Untereinheiten der RNA-Polymerase die Basis für die (bereits jetzt erfolgende) Fortführung des 
Großprojektes "Rekonstitution der RNA-Polymerase bei Pyrococcus furiosus" gelegt. 
Neben der Lösung vieler hiermit zusammenhängender praktischer Detailprobleme werden mit 
verschiedenen Methoden Protein-Protein-Wechselwirkungen der bereits verfügbaren Untereinheiten 
untersucht, was Informationen über die allgemeine Struktur des archaeellen RNA-Pol-Komplexes 
liefert. Eine zentrale Stellung nimmt hierbei die Methode des "Far Western Blottings" ein, bei der 
statt eines Antikörpers direkt das (radioaktiv markierte) Sonden-Protein mit dem Zielprotein 
interagiert, und so auf die Stärke der Wechselwirkung geschlossen werden kann. 
Neben den praktischen Experimenten wird durch bioinformatische Analysen aller RNA-
Polymerase-Untereinheiten auf Basis der aktuellen Daten der bis jetzt verfügbaren, komplett 
sequenzierten archaeellen Genome eine Gesamtübersicht erarbeitet. Mit den umfangreichen 
Alignments der einzelnen RNA-Pol-Gene werden Informationen über im Rahmen der Evolution 
besonders konservierte bzw. besonders stark abweichende Sequenz- bzw. Proteinabschnitte 
gewonnen. Diese Daten werden einerseits auf die besondere Situation bei Pyrococcus furiosus 
bezogen, andererseits aber auch ausführlich gegenüber der in vieler Hinsicht sehr ähnlichen RNA-
Polymerase II (Pol II) aus Saccharomyces cerevisiae diskutiert.  
Letzteres erwies sich als besonders ergiebig, da für die Pol II schon mehrere, aus Röntgenstruktur-
Daten abgeleitete 3D-Strukturen verfügbar sind (Cramer et al., 2000; Cramer et al., 2001; Gnatt et 
al., 2001; Armache et al., 2003). Mit Hilfe geeigneter bioinformatischer Programme war es 
möglich, die in den Untereinheiten der eukaryotischen RNA-Polymerase gegenüber Archaea 
konservierten Regionen in der 3D-Struktur zu visualisieren. Die bei Eukarya identifizierten 
Struktur- und Funktionseinheiten innerhalb der RNA-Pol-Untereinheiten (Cramer et al., 2001) 
werden im Detail in Beziehung mit dem Konsensus aus den oben genannten archaeellen 
Alignments gesetzt [8.1.3]. Die durch die Informationsfülle etwas unhandlichen Daten werden 
mittels selbst erstellter 3D-Grafiken und in selbst programmierten Diagrammen besser zugänglich 
gemacht. 
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Die resultierenden, beispielsweise durch das Fehlen oder die starke Abweichung bestimmter 
Strukturmodule bei Archaea erkennbaren Unterschiede gegenüber Eukarya, und sich hierraus 
ergebende Konsequenzen und neue Fragestellungen werden diskutiert. 
2.4 Anmerkungen zur Gliederung der Arbeit:  
Diese Arbeit ist grundsätzlich in einen theoretischen und einen praktischen Abschnitt gegliedert: 
[4.1] bis [4.8] behandeln die Eigenschaften der archaeellen und eukaryotischen RNA-Polymerase-
Gene und ihr Vorkommen im Genom, wobei die umfangreichen Alignments im Anhang [8.1] eine 
wichtige Rolle spielen. Eine für Saccharomyces cerevisiae vorgenommenen, detaillierte Aufteilung 
der einzelnen RNAP-Untereinheiten in "Strukturmodule" (Cramer et al., 2001) wurde auf 
Pyrococcus beziehungweise auf Archaea übertragen. Auf diese strukturellen und funktionalen 
Regionen, die auch eine gute Basis für die Behandlung der Details der archaeellen RNAP 
darstellen, wird in folgenden Abschnitten eingegangen: 
[4.3.1]  Eigenschaften und konservierte Regionen der RNAP-Gene in Pyrococcus 
[4.6]  Zusammenfassende grafische Darstellung von homologen Genabschnitten 
[8.1.3]  Alignments mit Archaea und Eukarya. 
Diese Kapitel bilden von der Aussage her eine Einheit, weshalb zum Beispiel die genannten 
Regionen auch in den Alignments unter [8.1.3] farbig markiert wurden. Da im Rahmen dieser 
Arbeit nicht alle Details erschöpfend diskutiert werden können, versteht sich die (mit einer großen 
Zahl von Grafiken versehene) Darstellung auch als Bestandsaufnahme, die durch die ausführlich 
aufbereiteten Daten eine Referenz für zukünftige Analysen darstellt. 
Kapitel [4.6.1] ("3D-Struktur der RNA-Pol II mit gegenüber Archaea konservierten Regionen") 
liefert durch die Übertragung der zwischen Eukarya und Archaea bestehenden 
Sequenzähnlichkeiten der RNAP-Untereinheiten auf eine zusammenfassende 3D-Darstellung eine 
der Kernaussagen des theoretischen Abschnitts. 
In den Kapiteln [4.9] bis [4.12] werden anschließend die in dieser Arbeit durchgeführten 
praktischen Experimente vorgestellt und diskutiert. [4.11.1.3] ("Zusammenfassung der Far Western 
Blotting-Ergebnisse und Diskussion") nimmt noch einmal mit vielen Grafiken ausgiebig Bezug auf 
die 3D-Strukturen und die erwähnten Strukturmodule. Durch den Bezug der Ergebnisse der Far 
Western Blotting-Experimente auf die im theoretischen Teil erarbeiteten 3D-Strukturdaten findet 
sich hier die Kernaussage des praktischen Teils und dieser Arbeit insgesamt. 
Für das zügige Auffinden der vielen im Text zitierten Grafiken wurde unter [8.8] ein 
Abbildungsverzeichnis angelegt, welches sich auch auf Tabellen bezieht.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Bakterienstämme 
Escherichia coli, Stamm JM109 (für "high copy"-Plasmid-Präparation)  
Escherichia coli, (Expressions-)Stamm BL21(DE3) 
 mit den zusätzlichen Plasmiden pLys S / pLys E (Novagen/Merck) 
pUBS520 (Brinkmann et al., 1989) 
Escherichia coli +" Codon Plus"-Plasmid mit zusätzlichen tRNAs für in E.coli seltene Codons: 
Epicurian Coli® BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL Competent Cells, #230245 (Stratagene) 
Escherichia coli mit reduzierter RNAse-Aktivität für langsameren Abbau der mRNA: 
BL21 Star™ (DE3) One Shot® Chemically Competent Cells, Cat.No. C6010-03 (Invitrogen) 
( in der Praxis wurden durch die Transformation des Codon Plus-Plasmids in BL21 Star (DE3) die 
Eigenschaften der beiden letztgenannten Stämme vereinigt, um eine optimale Proteinmenge bei der 
Expression zu erreichen)  
Pyrococcus furiosus DSM 3638 (für die Reinigung der nativen RNA-Polymerase) 
3.2 Verwendete Plasmide 
Die verwendeteten Plasmide wurden von der Firma Novagen / Merck bezogen: 
( http://www.merckbiosciences.de/g.asp?f=NVG/pETtable.html ) 
pET-17b  (ohne Fusionsanteil) 
pET-14b  (mit 20 Aminosäuren langem N-terminalen Fusionsanteil inklusive His6-Tag) 
pET-15b  ( s.oben ) 
pET-33b(+)  (mit 25 Aminosäuren langem N-terminalen Fusionsanteil mit His6-Tag und PKA Site) 
Hiervon abgeleitete, selbst modifizierte Varianten: 
pET-33b(+)c2  (wie pET-33b(+),  jedoch C-terminaler Fusionsanteil) 
pET-17bHis  ( wie pET-17b, jedoch mit der "multiple cloning site" von pET-14b Æ mehr 
Restriktionsschnittstellen ) 
3.3 Chemikalien, Enzyme und Materialien 
Die verwendeten Chemikalien und Enzyme waren, soweit nicht gesondert angegeben, die über den 
Fachhandel zu beziehenden, den aktuellen Standards entsprechenden Präparationen. In der Regel 
wurden Chargen der Reinheitstufe "PA" (zur Analyse) verwendet.  
 
Radioaktivität Far Western Blotting-Experimente: 
[γ-32P]-ATP (SCP-501; 6000µCi/mmol): Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig 
 
Radioaktivität für TCA-Test bei der Reinigung der nativen RNA-Polymerase: 
[α-32P]-UTP (SCP-210):  Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig 
 
Expressionsvektor mit PKA-Markierungsregion für Far Western Blotting-Experimente:  
pET-33b(+): Novagen/Merck Cat.No. 69054-3 
 
Proteinkinase A für Markierungsreaktionen: 
PKAce Kit von Novagen/Merck Cat.No. 70510-3 
 
Weiter Quelle für Proteinkinase A (preisgünstig): 
Sigma: Protein Kinase Catalytic Subunit (From bovine heart), Prod.No. P2645 
Æ in lyophilisierter Form; rücklösen mit folgender Lösung: 
Ansetzen von 1ml Lösung zum Resuspendieren: 
Das lyophilisierte Enzym enthält schon 19% Phosphat-Puffer, 80% Saccharose; 
deshalb nur Zugabe von: 461µl H20 + 500µl 100%iges Glycerin + 39µl 1M DTT 
Æ hiervon 100µl, um auf eine PKA-Endkonzentration von 10U/µl zu kommen 
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Wichtig:  wegen hohem Glyceringehalt wie ein Restriktionsenzym behandeln 
(Aufbewahrung bei –20°C und nicht bei –70°C Æ Gefahr der Inaktivierung!) 
 
10x PKA-Puffer: Entweder aus PKAce™Kit (siehe oben); oder: 
Æ 200mM Tris-HCl pH 8.0, 1,5M NaCl, 200mM MgCl2 
 
Ponceau S-Färbung zum Anfärben von Proteinen im Rahmen von Far Western Blotting –
Experimenten:   Sigma, Product No. P7767 (Fertiglösung) 
 
Farbsubstrat für die Enzymreaktion beim Western Blotting: 
BM blue POD Substrat, präzipitierend (Best.Nr. 1 442 066, Roche) 
3.4 Klonierung der Untereinheiten der RNAP und Liste der verwendeten Primer 
Diese Arbeit stellt den erste Abschnitt eines umfassenderen Projektes dar, dem man den Titel 
"Untersuchungen zu und Rekonstitution der RNA-Polymerase aus den rekombinanten 
Untereinheiten aus P.furiosus" geben könnte. 
Aus diesem Grunde mußten sehr viele Gene kloniert werden, so dass die folgende Primer-Liste 
recht umfangreich ist. Die Angaben beschränken sich hauptsächlich auf die Primer, deren 
Schnittstellen und weitere Eigenschaften, sowie eine kurze Angabe über Art des resultierenden 
Proteins und eventuelle Besonderheiten. 
Die verschiedenen Schritte von der Auswahl geeigneter Primer, der PCR-Reaktion, die Reinigung 
der PCR-Produkte und anschließende Restriktionshydrolyse, die Ligation in das gewünschte 
Plasmid und die Transformation in E.coli JM109 (beziehungsweise nach Überprüfung der 
Fehlerfreiheit der DNA durch Sequenzierung die Transformation in einen E.coli-
Expressionsstamm) sind die heute üblichen molekularbiologischen Techniken, und wurden 
entsprechend den Angaben des jeweiligen Herstellers der verwendeten "Kits" durchgeführt. 
 
Da es sich zum Teil um sehr lange DNA-Sequenzen handelte, wurde bei der PCR auf DNA-
Polymerase zurückgegriffen, die eine hohe Korrekturlesefunktion mit guter (oder noch 
ausreichender) Prozessivität verbindet: 
1.) PLATINUM® Pfx DNA Polymerase von Life Technologies™ / GibcoBRL® (Cat.No. 11708-
013). Diese Polymerase ist bei normaler Temperatur durch einen Antikörper blockiert, und wird 
beim ersten Denaturierungsschritt aktiviert, so dass kein "Hot start" nötig ist. 
2.) Expand™ High Fidelity PCR System, Cat. No. 1 732 641 (Roche) 
3.) Taq-DNA-Polymerase von verschiedenen Herstellern (ausreichend bei kurzen DNA-Sequenzen) 
 
Die Ligation der hydrolysierten PCR-Fragmente in die ebenfalls geschnittenen Plasmide wurde mit 
Hilfe der  "T4-DNA-Ligase" Best.Nr. 481 220 (Roche) durchgeführt. 
  
Für die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen kam überwiegend das "DNA 
Extraction Kit #K0513" der Firma MBI Fermentas zum Einsatz. 
 
Für die Transformation der Ligationsansätze in E.coli JM109 wurde entweder die übliche CaCl2-
Methode angewendet, oder auf das "TransformAid™ Bacterial Transformation Kit" #K2711 der 
Firma MBI Fermentas zurückgegriffen. 
 
Eingesetzte Primer und Plasmide: 
Anmerkung: Die Primer wurden den üblichen Empfehlungen nach so gewählt, dass die 
Schmelzpunkte ähnlich, keine Komplementarität gegeben, und die Enden möglichst durch C oder G 
gebildet wurden. Bei den Expressionsprimern wurde eine zusätzliche, nicht komplementäre 
Sequenz mit der passenden Restriktionsschnittstelle angefügt, wobei am Ende je nach Enzym 
weitere Nukleotide angefügt wurden (Angaben hierzu z.B. im Katalog der Firma "New England 
Biolabs" unter der Überschrift: "Cleavage Close to the End of DNA Fragments"). 
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Untereinheit B (rpoB) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1564): 
- Untereinheit B ist die einzige Untereinheit, die im Rahmen dieser Arbeit nicht kloniert wurde. Die 
geplanten Expressionsprimer wurden noch einmal modifiziert (persönliche Mitteilung, Naji, S.), so 
dass hier nur die zusätzlichen Sequenzierprimer aufgeführt werden: 
pf_rpoB_sq1: 5’-CTCATGGTCAAAGAAAGCCCC-3’  (21-mer, Tm = 59,8°C) 
pf_rpoB_sq2: 5’-GGGCTGGAGAGAGATAAGGA-3’  (20-mer, Tm = 59,4°C) 
pf_rpoB_sq3: 5’-ACTCCATAAGGCCAGACGTTCT-3’ (22-mer, Tm = 60,3°C) 
pf_rpoB_sq4: 5’-TTAGGCAAGACAGAAGAAGTGG-3’ (22-mer, Tm = 58,4°C) 
pf_rpoB_sq5: 5’-TGGGCAAACTTTAGAATTAGGG-3’ (22-mer, Tm = 56,5°C) 
pf_rpoB_sq6: 5’-AGTAATAATAACCGAGACGGG-3’ (21-mer, Tm = 55,9°C) 
pf_rpoB_sq7: 5’-TCAGAGGCTCCACCACATGG-3’ (20-mer, Tm = 61,4°C) 
 
Untereinheit A' (rpoA1) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1563): 
- Die Klonierung erfolgte in das Plasmid pET-14b 
- Anmerkung: die Analyse der Genomsequenz hat ergeben, dass rpoA1 drei Aminosäurepositionen 
früher als in PF1563 angegeben startet; die Primer wurden entsprechend gewählt, so dass das 
klonierte DNA-Fragment 2730 Nukleotide (ohne Stop-Codon), beziehungsweise das Genprodukt 
910 Aminosäuren  lang ist (statt 907aa). 
Expressionsprimer: 
PF_RPOA1b_FEX:  5’-CGAATTCCATATGCAATCCATGAAAAAAG-3’  (Nde I, 29-mer, Tm = 61,0°C) 
PF_RPOA1_REX:  5’-CGGGATCCTCACACCTTCGCCTTGTTATTTCC-3’ (Bam HI 32-mer, Tm = 70,8°C) 
Sequenzierprimer: 
PF_RPOA1_SQ1:  5’-GAAAAACCAACAATCTACTGGG-3’ (22-mer, Tm = 56,5°C) 
PF_RPOA1_SQ2:  5’-CAATGAAGCTCCAGGAGTTCC-3’ (21-mer, Tm = 59,8°C) 
PF_RPOA1_SQ3:  5’-CTCACAGAGTAAGGGTCATGC-3’ (21-mer, Tm = 59,8°C) 
PF_RPOA1_SQ4:  5’-GTTAATGCCAGATCCGGAGG-3’ (20-mer, Tm = 59,4°C) 
PF_RPOA1_SQ5:  5’-GTGCCGTTGCAGAGAAGTACC-3’ (21-mer, Tm = 61,8°C) 
 
Untereinheit A'' (rpoA1) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1562): 
- Die Klonierung erfolgte in das Plasmid pET-14b 
Expressionsprimer: 
PF_RPOA2_FEX:  5’-GGAATTCCATATGGTCTCTCTTTCTACTAT-3’  (Nde I, 30-mer, Tm = 62,7°C) 
PF_RPOA2_REX:  5’-CGGGATCCTCACACCTCCTCCTTTTCTTTC-3’  (Bam HI, 30-mer, Tm = 69,5°C) 
Sequenzierprimer: 
PF_RPOA2_SQ1:  5’-CCATCAACCCCCATGATGAC-3’ (20-mer, Tm = 59,4°C) 
PF_RPOA2_SQ2:  5’-AGCAAGTCTTAAAAGTCCCG-3’ (20-mer, Tm = 55,3°C) 
 
Untereinheit D (rpoD) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1647): 
- Die Klonierung erfolgte in das Plasmid pET-14b, pET-33b(+), pET-33b(+)c2 
Expressionsprimer: 
PF_RPOD_FEX:  5’-GGGACACCATATGGCCGGAATTGAAGTTCAG-3’  (Nde I, 31-mer, Tm = 69,5°C) 
PF_RPOD_REX:  5’-CGGGATCCTCAAGAGGTCAATTTTTGAAG-3’  (Bam HI, 29-mer, Tm = 65,3°C) 
(mit Stop-Codon, für Klonierung in pET-14b und pET-33b(+) ) 
PF_RPOD_REX2: 5’-CGGGATCCAGAGGTCAATTTTTGAAGTTC-3’ (Bam HI, 29-mer, Tm = 65,3°C) 
(ohne Stop-Codon, für Klonierung in pET-33b(+)c2) 
 
Untereinheit E' (rpoE1) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF0256): 
PF_RPOE_FEX:  5’-GGAATTCCATATGTACAAGATAGTCACCGTAAAG-3’  (Nde I, 34-mer, Tm = 65,9°C) 
PF_RPOE_REX:  5’-CGGGATCCTCACTTCTTACCCTCCTCCTTTTC-3’  ( Bam HI, 32-mer, Tm = 70,8°C) 
(mit Stop-Codon, für Klonierung in pET-14b und pET-33b(+) ) 
PF_RPOE_REX2: 5’-CGGGATCCCTTCTTACCCTCCTCCTTTTC-3’ (Bam HI, 29-mer, Tm = 69,5°C) 
(ohne Stop-Codon, für Klonierung in pET-33b(+)c2) 
 
Untereinheit E'' (rpoE2) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF0255): 
PF_RPOE2_FEX:  5'-GGAATTCCATATGAGTGAAAAAGCCTGCAGACAC-3' (Nde I, 34-mer, Tm = 68,3°C) 
PF_RPOE2_REX:  5'-CGGGATCCTCAGCGCACCCTTATGGCAT-3'  (Bam HI, 28-mer, Tm = 71,0°C) 
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Untereinheit F (rpoF) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1036): 
PF_RPOF_FEX:  5'-GGAATTCCATATGATAGGGAGAGGCAAACTCG-3'  (Nde I, 32-mer, Tm = 68,2°C) 
PF_RPOF_REX:  5'-CGGGATCCTCACTCTCTATACTTGTCAAGG-3' ( Bam HI, 30-mer, Tm = 68,1°C) 
PF_RPOF_REX2: 5’-GCGGATCCCTCTCTATACTTGTCAAGGA-3’ (Bam HI, 28-mer, Tm = 66,6°C) 
(ohne Stop-Codon, siehe oben) 
 
Untereinheit H (rpoH) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1565): 
PF_RPOH_FEX : 5'- GCTATAGCATATGGCGGGGAAAAAGGAATTTAGC -3' (Nde I, 34-mer, Tm = 68,3°C) 
PF_RPOH_REX2:  5'- GCGGATCCTTAGTCTTCAACAACAACCC -3'  (Bam HI, 28-mer, Tm = 66,6°C) 
PF_RPOH_REX3:  5'- GCGGATCCGTCTTCAACAACAACCCTATAG -3' (Bam HI, 30-mer, Tm = 68,1°C) 
(ohne Stop-Codon, siehe oben) 
 
Untereinheit K (rpoK) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1642): 
PF_RPOK_FEX2: 5'-GGAATTCCATATGTTCAAGTATACGAGG-3' (Nde I, 28-mer, Tm = 62,2°C) 
PF_RPOK_REX: 5'-CGGGATCCTCAGCTCGGTCTGATTACTG-3' (Bam HI, 28-mer, Tm = 69,5°C) 
PF_RPOK_FEX: 5'-CTAGCTAGCATGTTCAAGTATACGAGG-3' (Nhe I, 27-mer, Tm = 63,4°C) 
 
Untereinheit L (rpoL) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF0050): 
PF_RPOL_FEX: 5'-GGAATTCCATATGAAGATAGAAGTGATAAAGA-3' (Nde I, 32-mer, Tm = 61,8°C) 
PF_RPOL_REX: 5'-TTGGATCCTCAGCTCTTCACCGCCTTCTCC-3' (Bam HI, 30-mer, Tm =70,9°C) 
 
Untereinheit N (rpoN) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1643): 
PF_RPON_FEX: 5'-GGAATTCCATATGGGGGCAAGTCCCGTGATTG-3' (Nde I, 32-mer, Tm = 70,8°C) 
PF_RPON_REX: 5'-CGGGATCCTCAATACACTCTGTAATGCA-3' (Bam HI, 28-mer, Tm = 65,1°C) 
 
Untereinheit P (rpoP) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF2009): 
PF_RPOP_FEX: 5’-GGAATTCCATATGGTTGAGGCCGTGTATAG-3’ (Nde I, 30-mer, Tm = 66,8°C) 
PF_RPOP_FEX: 5’-CGGGATCCTAAATGGCCTTTACCCTTC-3’ (Bam HI, 27-mer, Tm = 66,5°C) 
 
TFB und TFB-2 aus P.furiosus (Gene: PF1377 und PF0687): 
- Im Genom von Pyrococcus furiosus existiert eine zweite Kopie von TFB (siehe [4.8]), wobei 
allerding noch nicht experimentell nachgewiesen wurde, dass die kodierte Proteinsequenz wirklich 
in vivo exprimiert wird. Ich habe zunächst den Namen TFB2C (2C für "second copy") verwendet. 
Neuerdings scheint sich aber die Bezeichnung TFB-2 (oder sogar TFB1 und TFB2 durchzusetzen, 
was aber leicht mit der Bezeichnung TFIIB für den homologen Transkriptionsfaktor bei Eukarya 
verwechselt werden kann). 
TFB (TFB-1): 
PWTF2B1: 5'-GGAATTCCATATGAATAAGCAAAAGGTTTGTC-3' (Nde I) 
PF_TFBb_REX: 5'-CGGGATCCTCATGCTATAGGAACTTTAATC-3'  (Bam HI, 30-mer, Tm = 65,4°C) 
PF_TFBb_REX2: 5'-CGGGATCCTGCTATAGGAACTTTAATCTTC-3' (Bam HI, 30-mer, Tm = 65,4°C) 
(ohne Stop-Codon, siehe oben) 
TFB (TFB-2): 
PF_TFB_C2FEX:  5’-GGAATTCCATATGTCATCTACTGAGCCCGGAG-3’  (Nde I, 32-mer, Tm = 69,5°C) 
PF_TFB_2CREX:  5’-GGAATTCCTTACCACCACAAGCTCTTTAAC-3’ (Eco RI, 30-mer, Tm = 65,4°C)  
PF_TFB2Cb_REX: 5'-CGGGATCCTCACCACCACAAGCTCTTTAACC-3' (Bam HI, 31-mer, Tm = 70,8°C) 
3.5 Herstellung kompetenter Zellen für die Transformation, CaCl2-Methode 
Für einen Teil der im Rahmen dieser Doktorarbeit vorgenommenen Transformationen wurde das 
„TransformAid, Bacterial Transformation Kit #K2711“ von MBI Fermentas verwendet. Dies 
betrifft vor allem die Transformation der sequenzierten und fehlerfreien Plasmide in den jeweiligen 
Expressionsstamm. Für den primären Schritt der Transformation von Ligationsansätzen in E.coli 
JM109 wurde dagegen meist auf selbst hergestellte CaCl2-kompetente JM109-Zellen 
zurückgegriffen, die nach folgendem Protokoll präpariert wurden:       (siehe auch: MBI Fermentas) 
Animpfen von 5ml LB0-Flüssigmedium mit Einzelkolonie (+ evtl. Antibiotikum); Inkubation über 
Nacht bei 37°C. Mit 4-5ml dieser Kultur ein 400ml Medium (im 2 Liter-Kolben) beimpfen und bis 
ca. OD573 = 0.6 wachsen lassen. 20 min auf Eis; 15 min bei 5000rpm bei 4°C zentrifugieren; 
Überstand entfernen; in 200ml sterilem, eiskalten TBS aufnehmen; (Hälfte des Kulturvolumens;  
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0.1 M NaCl, 5 mM Tris, 5 mM MgCl2, pH 7,0); 10 min bei 5000 rpm bei 4°C zentrifugieren; 
Überstand entfernen; in 200 ml steriler, eiskalter CaCl2-Lösung aufnehmen (0.1 M CaCl2, 5 mM 
Tris, 5 mM MgCl2, pH 7,0); 20 min auf Eis; 10 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugieren; 
Überstand entfernen; in 20 ml eiskalter CaCl2-Lsg. resuspendieren; 1h auf Eis; Hinzufügen von 5ml 
Glycerin (86%, steril; Endkonz. 15-20%); in E-Caps portionieren und mit flüssigem Stickstoff im 
4°C-Raum schockgefrieren. Lagerung bei –70°C. 
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3.6 Far Western Blotting zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen 
Wie der Name schon andeutet, handelt es sich bei dem  „Far Western Blotting“ um eine Technik, 
die von ihrem Mechanismus her stark dem klassischen Western Blotting mit (primärem und 
sekundären) Antikörper ähnelt. Statt der spezifischen Bindung des Antikörpers an das Zielprotein 
findet hier die Wechselwirkung direkt zwischen den beiden Proteinen statt. Besonders stark ist die 
Bindung bei Proteinen, die auch normalerweise eine starke Affinität zueinander haben - also 
beispielsweise den Untereinheiten eines Enzymkomplexes. In der Regel wird eines der Proteine an 
einer Membran immobilisiert, während das andere Protein frei in Lösung als Sonde dient. In der 
Praxis wird die Intensität einer solchen Protein-Protein-Interaktion wahrscheinlich meist schwächer 
als eine Antikörper-Protein-Bindung sein. Durch den Wegfall der „Sandwich-Ebenen“ von 
primärem und sekundären Antikörper (letzterer z.B. als Antikörper-POD-Konjugat, siehe [3.3] ist 
die Methode andererseits aber sehr direkt und einfach. Durch die radioaktive Markierung des 
Sonden-Proteins bleibt im Gegensatz zu „gekoppelten“ Methoden das Molekulargewicht gleich, 
was die Gefahr eines unerwünschten Ablösens verringert. Hiervon abgesehen, sind radioaktive 
Methoden aufgrund ihrer Sensitivität in  der Regel ohnehin vorteilhaft. 
 

















a) Auftropfen der Zielprotein: “Far Western Dot Blot”




























Abb.3-01: Prinzip der Far Western Blotting-Methode 
a) Schematische Darstellung der Methode; b) Autoradiographie: Spezifisch über PKA-Site markierte Proteine, die in Far 
Western Bloting-Experimenten verwendet wurden (aufgetrennt mit 10-17%’iger denaturierender PAGE, 0,1% SDS). 
1) TBPN  2) TFBN  3) DN  4) E’N  5) FC  6) LN  7) HC  8) NN  9) KN  10) PN  ( 3 - 10: Untereinheiten der DNA-abhängigen 
RNA-Polymerase; Tiefgestelltes N bzw. C: N- / C-terminaler Fusionsanteil mit His6-Tag und PKA-Site für Markierung mit 
Proteinkinase A (PKA). Im unteren Teil der Abb. ist das nicht eingebaute, freie [γ-32P]ATP zu erkennen); c) Beispiel für 
das Ergebnis eines Far Western Dot  Blots (mit markierter Untereinheit H als Sonde). 
3.6.1 Radioaktive Markierung von Proteinen für Far Western Blotting 
Die rekombinanten Untereinheiten D, E’,F,H,K,L,N,P der DNA-abhängigen RNA-Polymerase aus 
Pyrococcus furiosus sowie die Transkriptionsfaktoren TBP und TFB wurden mit Hilfe des Enzyms 
Proteinkinase A (PKA) spezifisch markiert. Dieses "Labeling" wird dadurch ermöglicht, dass die 
PKA nur beim Vorhandensein einer definierten Erkennungssequenz einen Phosphatrest mit 32P auf 
das Zielprotein überträgt (Methode nach(Burgess et al., 2000)). Der wichtigste Vorteil dieser 
Methode gegenüber anderen Vorschriften zur radioaktiven Markierung von Proteinen z.B. über eine 
unspezifische Alkylierungsreaktion besteht darin, daß hier evtl. noch in der Präparation enthaltene, 
kontaminierende Proteine nicht mit markiert werden. Auf diese Weise können unerwünschte 
Nebenbanden und der "Background" verringert beziehungsweise verhindert werden. 
b)a) 
c)
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3.6.2 Plasmid pET-33b(+) (Novagen Inc.) 
Am Anfang des Projektes wurden die RNA-Polymerase-Untereinheiten in die Plasmide pET-14b 
(rpoA1, rpoA2, rpoD, rpoE1 und rpoF ) bzw. pET-15b (rpA1 und rpoE2) kloniert. Bei den pET-
Vektoren handelt sich um Expressionsvektoren, die eine Gewinnung großer Mengen des 
rekombinanten Proteins in einem geeigneten E.coli-Wirtsstamm wie z.B. BL21(DE3)  ermöglichen.  
Die T7-RNA-Polymerase, die in das E.coli-Genom eingeschleust wurde, wird normalerweise nicht 
von der E.coli-RNA-Polymerase transkribiert, weil sich zwischen dem lac-Promotor und dem T7-
Gen eine Bindesequenz für das lac-Repressor-Protein befindet, und folglich normalerweise 
blockiert wird. Bei der Induktion der Expression mit IPTG als Pseudosubstrat, ändert der lac-
Repressor durch IPTG-Bindung seine Konformation und gibt den Promotor für das T7-RNA-
Polymerase-Gen frei, so dass jetzt große Mengen T7-RNA-Polymerase produziert werden. Diese 
wiederum bindet an den T7-Promotor, der sich direkt vor dem klonierten Gen in dem pET-Vektor 
befindet und kann nun das Fremdgen ablesen. Die resultierende mRNA wird ganz normal von den 
E.coli-Ribosomen zur Herstellung von (rekombinantem Fremd-) Protein verwendet. Insgesamt wird 
der E.coli-Stoffwechsel so stark umgestellt, dass die Zellen hierdurch absterben würden, wenn die 
Induktion der Expression permanent und nicht erst bei einer definierten Zelldichte erfolgen würde. 
Dieses Basis-Prinzip wurde von der Firma Novagen/Merck in einer Vielzahl von kommerziell 
erhältlichen Plasmid-Varianten an alle möglichen Zwecke angepaßt. In unserer Arbeitsgruppe 
wurden beispielsweise häufig pET-17b (ohne zusätzlichen Fusionsanteil) und pET-14b (mit 20 
Aminosäuren langem „His6-Tag“) verwendet, wobei der Fusionsanteil normalerweise einen die 
Proteinreinigung per Affinitätschromatographie ermöglichenden „Tag“ also z.B. eine künstliche 
Sequenz aus 6 hintereinanderliegenden Histidin-Resten (His6) für die Bindung an eine Nickel-Säule 
enthält. 
Das meist deutlich vereinfachte und standardisierte Reinigungsprotokoll erkauft man allerdings mit 
dem zusätzlichen, evtl. störenden Fusionsanteil des resultierenden Proteins. Aus diesem Grund 
besteht meist die Möglichkeit, einen Teil des Fusionsanteils anschließend zum Beispiel mit 
Thrombin- oder Enterokinase-Behandlung zu entfernen, was allerdings wieder ein zusätzlicher 
Aufwand ist (und glücklicherweise oft nicht nötig ist). 
Der Einsatz von pET-33b(+) bot sich also an, weil Expressionsbedingungen, Wirtsstämme etc. 
beibehalten werden konnten. Neben der auch hier gegebene Möglichkeit zur Reinigung per 
Affinitätschromatographie / His6-Tag, ist die PKA-Markierungsregion mit der Sequenz 
ArgArgAlaSerVal entscheidend. Die auch hier vorhandene Thrombin-Schnittstelle ist so 
angeordnet, dass nach erfolgter Hydrolyse nur der His6-Tag entfernt wurde – die für die 
anschließende radioaktive Markierung nötige PKA-Erkennungssequenz verbleibt dagegen 
sinnvoller Weise als zusätzlicher Fusionsanteil am rekombinanten Protein. Da sich der restliche 
Fusionsanteil nicht meßbar auf die Markierungseffizienz auswirkt, wurde in den meisten Fällen auf 
eine Hydrolyse mit Thrombin verzichtet. 
Allerdings sollte das Vorhandensein 25 zusätzlicher Aminosäuren am N- oder C-Terminus  mit in 
die Überlegungen einbezogen werden, falls es zu experimentellen Problemen bei der Arbeit mit den 
Proteinen kommen sollte. 
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3.6.3 Konstruktion einer C-terminalen Plasmid-Version: pET-33b(+)c2 
 
Die Klonierung, Expression und Reinigung der mit der zusätzlichen PKA-Markierungsregion 
ausgestatteten Proteine unschied sich nicht wesentlich von der bei den zuvor mit  Hilfe von pET-
14b und pET-15b erstellten Proteinen. Jedoch gab es gravierende Probleme bei der radioaktiven 
Markierung. Laut Protokoll (Burgess et al., 2000) wurde die Abtrennung der bei der 
Markierungsreaktion nicht inkorporierten Nucleotide mit BIORAD „Bio-Spin 6“-
Gelfiltrationssäulen  empfohlen, was jedoch nur mit einigen Pyrococcus-Proteinen gut 
funktionierte. So ließ sich z.B. TBP sehr gut, TFB dagegen nur mit sehr schlechter Ausbeute 
markieren (Lange, 2001). Ähnliches galt für bestimmte Untereinheiten der RNA-Polymerase, wobei 
z.B. rpoD eines der Proteine war, beim dem diese Prozedur (im Gegensatz zu den meisten anderen 
Untereinheiten) gut funktionierte. Dies war einer der Gründe, die zu der Entscheidung führten, eine 
(kommerziell bei Novagen/Merck nicht verfügbare)  C-terminale Version von pET-33b(+) zu 
konstruieren – in der Hoffnung, damit die offensichtlichen Markierungsprobleme zumindest bei 
einem Teil der Proteine durch eine Verlagerung des Fusionsanteils zu lösen. Auch wenn sich später 
zeigte, dass die Hauptursache der schlechten Markierung in einer unspezifischen Anlagerung der 
teilweise nicht so gut löslichen Pyrococcus-Proteine an die Säulenmatrix lag, stellt die C-terminale 
Variante eine nützliche Erweiterung der Anwendungsspektrums dar.  
 
 
pET-33b(+) -Vektor (Novagen, Inc.)












N-terminaler Fusionsanteil: 25 Aminosäuren
C-terminaler Fusionsanteil: 25 Aminosäuren
PKA-Site:  Arg Arg Ala  Val  ( Erkennungssequenz ) 
Protein Kinase A überträgt den Phosphatrest von  auf .
Ser






Abb.3-02: Schematische Darstellung des Vektors pET-33b(+) und Variante pET-33b(+)c2 
START: Translationsstartpunkt; His6: His6-Tag für Affinitätschromatographie z.B. mit Nickel-Säule; Thrombin: 
Erkennungsregion zur hydrolytischen Abtrennung eines Teils des Fusionsanteils (LeuValProArg'GlySer); PKA-Site: 
Erkennungsregion für spezifische, radioaktive Protein-Markierung mit Proteinkinase A ([g-32P]ATP); INSERT: das 
jeweilige Gen, dessen Produkt exprimiert werden soll; STOP: Stop-Codon. pET-33b(+)c2: Fusionsanteil C-terminal statt 
N-terminal wie bei pET-33b(+).  
Material und Methoden  20 
 
Konstruktion des Vektors pET-33b(+)c2 , einer C-terminalen pET-33b(+)-Variante: 
Um Proteine nicht nur N-terminal sondern auch C-terminal radioaktiv markieren zu können, mußte 
der kommerziell erhältliche Original-Vektor von Novagen/Merck modifiziert werden. Im ersten 
Schritt wurde ein Teil der Multiple-Cloning-Site zwischen Xba I und Nde I durch die entsprechende 
Sequenz in pET-17b ersetzt, um die N-terminalen Fusionsanteile zu entfernen. Im zweiten Schritt 
wurde dann zwischen EcoRI und Xho I die Sequenz für Kinase-Site und Thrombin-Site eingefügt. 
Dadurch, dass die Anzahl der Restriktionsschnittstellen reduziert wurde, ist der Fusionsanteil des 
resultierenden Proteins etwas kleiner. Folgende Schnittstellen stehen für die Klonierung zur 
Verfügung: Nde I, Nhe I, Bam HI und Eco RI. 
 
"Multiple Cloning Site" von pET-33b(+), Novagen Inc. (Original-Vektor): 
 
 
      ATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGC 
      ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
      TAAGGGGAGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGGTACCCGTCGTCG 
                                                      M  G  S  S   
 
  
      CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCGTCGTGCATCTGTT 
      ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
      GTAGTAGTAGTAGTAGTGTCGTCGCCGGACCACGGCGCGCCGTCGGCAGCACGTAGACAA 
      H  H  H  H  H  H  S  S  G  L  V  P  R  G  S  R  R  A  S  V   
   
 
      CATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTC 
      ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
      GTATACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAGGCTTAAGCTCGAGGCAG 
      H  M  A  S  M  T  G  G  Q  Q  M  G  R  D  P  N  S  S  S  V   
 
  
      GACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAAC 
      ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
      CTGTTCGAACGCCGGCGTGAGCTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTCTAGGCCGACGATTG 
      D  K  L  A  A  A  L  E  H  H  H  H  H  H  *                  
 
 
Abb.3-03: "Multiple Cloning Site" von pET-33b(+) im Detail 
Xba I, Nde I, Nhe I, Bam HI, Eco RI, Sac I, Xho I: Restriktionsschnittstellen; rbs: 
Ribosomen-Bindestelle; Start: Translationsstart; Kinase Site: ArgArgAlaSerVal-





Insert mit Teilsequenz entsprechend pET-17b: 
 
      TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG 
      ---------+---------+---------+---------+----- 
      AGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTATAC 
Verwendete Oligonucleotide: 
Insert17bf3:5‘-CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACA-3‘ (40n) 
Insert17br: 5‘-TATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTT-3 (38n) 
Xba I rbs Start
His6-Tag Thrombin Site Kinase Site 
Nde I Nhe I T7-Tag Bam HI Eco RI Sac I
Xho I His6-Tag
Xba I rbs Nde I
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Insert mit Thrombin und Kinase Site (Reihenfolge getauscht): 
 
      GAATTCCGTCGTGCATCTGTTCTGGTGCCGCGCGGCAGCCTCGAG 
      ---------+---------+---------+---------+----- 
      CTTAAGGCAGCACGTAGACAAGACCACGGCGCGCCGTCGGAGCTC 
      E  F  R  R  A  S  V  L  V  P  R  G  S  L  E 
Verwendete Oligonucleotide: 
InsertPKAf4:  5'-AATTCCGTCGTGCATCTGTTCTGGTGCCGCGCGGCAGCC-3' (39n) 
InsertPKAr5:   5'-TCGAGGCTGCCGCGCGGCACCAGAACAGATGCACGACGG-3' (39n) 
 
Resultierende "Multiple Cloning Site" von pET-33b(+)c2: 
 
    
      TCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAA 
      ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
      AGCTCTAGAGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATT 
                                                                   
 
 
      CAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGC 
      ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
      GTTAAGGGGAGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTATACCGATCG 
                                                         M  A  S   
 
 
      ATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCCGAATTCCGTCGTGCATCTGTT 
      ---------+---------+---------+--------+---------+---- 
      TACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAGGCTTAAGGCAGCACGTAGACAA 




      CTGGTGCCGCGCGGCAGCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAAC 
      ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
      GACCACGGCGCGCCGTCGGAGCTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTCTAGGCCGACGATTG 
      L  V  P  R  G  S  L  E  H  H  H  H  H  H  *                  
  
 
      AAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCC 
      ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
      TTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGG 
                                                                   
 
 
      CTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG 
      ---------+---------+---------+------ 
      GAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAAC 
                                           
 
Abb.3-04: Konstruktion und "Multiple Cloning Site" von pET-33b(+)c2 im Detail 
Die C-terminale pET-33b(+)-Variante wurde in zwei Schritten erstellt: Zunächst wurde über die Schnittstellen Xba I und 
Nde I der in pET-33b(+) kodierte N-terminale Fusionsanteil entfernt und durch den entsprechenden Abschnitt aus pET-
17b ersetzt. Anschließend erfolgte über die Schnittstellen Eco RI und Xho I das Einfügen des neuen C-terminalen 
Fusionsanteils, in dem His6-Tag, "Thrombin Site" und "Kinase Site" in umgekehrter Reihenfolge angeordnet sind. Beide 
Schritte wurden mit zueinander komplementären Paaren von Oligonukleotiden realisiert (siehe oben). 
Eco RI Kinase Site Thrombin Site Xho I
StopThrombin Site Xho I His6-Tag
T7 terminator 
T7-Tag Bam HI Eco RI Kinase Site
Xba I rbs Nde I Nhe I 
Start
T7 promotor lac operator 
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3.6.4 Far Western Dot Blotting 
Um später die Identifizierung der Positionen auf dem Film (Autoradiographie) zu erleichtern, 
wurden die Membranen auf einer Schablone getropft. Diese war auf einer Glasplatte befestigt und 
wurde von unten mit einer Lampe durchstrahlt. Eine spezielle Form der Schablone mit hohlen 
Punkten wurde bei der grafischen Auswertung halbtransparent in die Fotos der Autoradiogramme 
hineinkopiert, um die Interpretation zu erleichtern und eine falsche Zuordnung vor allem bei 
Membranen mit sehr wenig Signalen zu vermeiden. 
          
Abb.3-05: Beispiel für Far Western Dot-Blot 
Von links nach rechts: Unterlegschablone für das Auftropfen der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran. 
Hohlschablone, die halbtransparent über das Foto gelegt wird. Fertige Grafik mit den Signalen des Autoradiogramms. 
Ponceau S-gefärbte Membran, zur Kontrolle der Protein-Mengen. 
3.6.5 Far Western Blotting 
Beim Far Western Blotting erfolgt der Transfer der Proteine wie bei einem "klassischen" Western 
Blotting aus einem denaturierenden PA-Gel heraus per Elektroblot auf die Nitrocellulose-Membran. 
Die folgenden Versuchsschritte sind dann identisch mit dem Protokoll für "Far Western Dot 
Blotting". 
3.6.6 Zusammenfassung: Far Western Blotting in Stichworten 
1.)  Klonierung des gewünschten Genes in pET-33b(+) oder pET-33b(+)c2 
Die pET-33b(+) –Klonierungs- und Expressionsregion kodiert für einen zusätzlichen N-
terminalen Fusionsanteil (bei pET-33b(+)c2  C-terminal).  Die 25 Aminosäuren lange Sequenz 
enthält neben einem His6-Tag zur einfachen Reinigung eine 5 Aminosäuren lange PKA-Site zur 
spezifischen radioaktiven Markierung des resultierenden rekombinanten Proteins. Die 
Erkennungssequenz ist ArgArgAlaSerVal. 
 
2.)  Expression und Reinigung: Vom Vorgehen her besteht kein Unterschied zu His6-Tag-
Proteinen, die in andere Vektoren wie zum Beispiel pET-14b kloniert wurden. Dadurch, dass der 
Fusionsanteil bei pET-33b(+) 25 Aminosäuren lang ist (20 bei pET-14b), kann es besonders bei 
kleinen Proteinen zu deutlichen Abweichungen im Laufverhalten bei der Gelelektrophorese 
kommen (d.h. die Proteine laufen aufgrund des höheren Molekulargewichtes langsamer).  
Wegen der Spezifität der Markierungsreaktion bzw. der Proteinkinase A (PKA, aus Herzmuskel) 
können auch Proteinpräparationen eingesetzt werden, die noch nicht völlig frei von 
kontaminierenden E.coli-Proteinen sind.  
 
3.)  Markierungsreaktion ca. 60min bei 30°C mit PKA: Das Pipettierschema ist einfach 
(detailliertes Schema siehe Anhang 1): Neben 10-fach PKA-Puffer sind als weitere Komponenten 
nur das zu markierende Protein, die Proteinkinase A und das [γ-32P]ATP im Ansatz enthalten (und 
natürlich Wasser, um auf ein definiertes Volumen aufzufüllen). 
 
3b.)  Optional Abtrennung des im Markierungsansatz verbliebenen, nicht eingebauten [γ-32P]ATP, 
z.B. durch Säulenchromatographie mit BIORAD “Biospin 6”-Säulen. Es hat sich gezeigt, dass 
dieser Schritt die Radioaktivität in den weiteren Versuchsschritten nur minimal verringert und, da 
die ATPs in den meisten Ansätzen nicht stören, ruhig weggelassen werden kann. Bei Proteinen mit 
begrenzter Löslichkeit kann die Verwendung die Menge resultierenden markierten Proteins sogar 
unnötig verringern. Æ das radioaktiv markierte Protein kann jetzt als Sonde verwendet werden! 
 
4a) “Far Western Dot Blotting”:  Auftropfen der zu untersuchenden Zielproteine auf die 
Nitrocellulose-Membran und anschließende Trocknung (zur Unterscheidung von Artefakt-Signalen 
immer 2 Spots tropfen!). Praktisch ist für die spätere Auswertung das Auftropfen der Proteine auf 
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einem “Leuchttisch” und einer untergelegten Schablone, so dass das Licht von unten durch 
Schablone und Nitrocellulose-Membran hindurchscheint.  
 
4b) “Far Western Blotting”:  Auftrennung der Zielproteine per Elektrophorese auf einem 
denaturierenden PA-(Gradienten)-Gel (0,1% SDS). Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine 
Nitrocellulose-Membran per Elektroblotting. Die Durchführung unterscheidet sich hierbei nicht von 
der Vorgehensweise bei einem “normalen” Far Western Blotting-Experiment (Detektion per 
Antikörper). Trocknung der Membran. Um besonders bei den kleinen Untereinheiten ein 
"Durchblotten" der Proteine zu vermeiden, wurde “Protran Nitrocellulose Transfer Membran” von 
Schleicher & Schuell verwendet (PROTRAN BA75, 300mm x 3m Rolle, Porengröße 0,05µm, 
Order No. 10 402196. Zunächst wurde diese Membran auch für die Dot Blots verwendet – 
allerdings reicht hier auch die billigere “Optitran BA-S 85 Reinforced NC” (300mm x 3m Rolle, 
Porengröße 0,45µm, Ref.-No: 439196), die im späteren Verlauf zum Einsatz kam. Als Blot-Anlage 
wurde ein Semi-Dry-System von Biorad verwendet (in Verbindung mit Anodenpuffer I und II  
sowie Kathodenpuffer nach den üblichen Standardprotokollen (und einem Papierstapel aus 
insgesamt 18 Whatman-Papierstücken)). Geblottet wurde 2 Stunden am Gerätemaximum von 
10Watt. Nach Beendigung des Elektroblots wird das Gel fixiert und mit einer Coomassie-Färbung 
auf möglichst vollständigen Protein-Transfer hin untersucht. 
Es ist empfehlenswert, die Membran gut zu trocknen (eventuell trocknen mit einem Fön), weil sonst 
die Gefahr besteht, dass sich Proteine während der Inkubationsschritte von der Oberfläche ablösen. 
Bisherige Praxis: Einen Tag bei Raumtemperatur (und/oder 30min im 37°C-Raum). Je nach Art der 
Proteine kann durch eine länge Trocknung, oder vorsichtige kurzzeitige Erwärmung erreicht 
werden, dass auch leicht lösliche Proteine fester auf der Membran haften. Allerdings darf hierdurch 
nicht die für die Bindung notwendige partielle Rückfaltung der Proteine verhindert wird. 
 
5.) Einige Stunden Inkubation der Membranen mit Blockierlösung in einer Schale oder einer 
Folientasche auf dem Schüttler, um die gewünschte partielle Rückfaltung (Renaturierung) der 
Proteine zu gewährleisten (besser: über Nacht). In der Praxis ist das Arbeiten mit einer Schale, die 
knapp größer ist als die Membran deutlich angenehmer als mit einer Folientasche, da sich 
Kontaminationen mit radioaktiver Lösung leichter vermeiden lassen.  
Rezept für die Blockierlösung: siehe [3.6.7]. Optimierung: Wird zu kurz inkubiert, besteht die 
Gefahr, dass die Membran nicht genügend blockiert wird, so dass später stärkere 
Hintergrundsignale sichtbar ist. Außerdem kann es zu ungenügender Rückfaltung und folglich zu 
einem geringeren Binden der radioaktiven Sonde kommen, was sich in verminderten Signalstärken 
äußern würde. Es wurde anfangs über Nacht blockiert, was aber für die gut löslichen Proteine ein 
Nachteil sein kann, weil hier ein komplettes Rückfalten im schlimmsten Falle zu einem kompletten 
Abdiffundieren von der Membran (und schließlich zu einem Fehlen von Signalen auf dem  
Röntgenfilm) führen kann. Um dies zu beurteilen ist die abschließende Ponceau S-Färbung 
besonders wichtig.  
 
6.) Radioaktivität hinzugeben: Alte Lösung entfernen und Auffüllen mit neuer Blockierlösung, in 
die jetzt zusätzlich das spezifisch markierte Protein als Sonde gegeben wird. Inkubation für 2 
Stunden bei 4 - 8°C auf einem Schüttler (evtl. an der Membran haftende Luftblasen entfernen). 
 
7.) Waschen: Entsorgen der radioaktiven Markierungslösung und 2 - 3 Waschschritte frischer 
Blockierlösung  (jeweils ca. 10min). In der Praxis hat sich gezeigt, dass 2 x Waschen meist 
ausreicht. 
 
8.) Schnelles Trocknen der Membranen:  Der Einsatz eines handelsüblichen Föns hat sich 
bewährt, um ein eventuelles Verlaufen von radioaktiv markiertem Protein zu verhindern. 
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9.) Detektion mutmaßlicher Protein-Protein-Wechselwirkungen durch Autoradiographie. Als 
praktisch hat es sich erwiesen, die Nitrocellulose-Membranen mit Tesa-Film auf eine passend 
zurechtgeschnittene Folie zu kleben, die dann in die Filmkassette gelegt wird. Auf diese Weise 
können mehrere Membranen aus unterschiedlichen Versuchen mit einem gemeinsamen Film 
ausgewertet werden. Bei der Auswertung der Experimente ist es sinnvoll, immer mindestens zwei 
Filme unterschiedlich lange auflegen). 
 
10.) Überprüfung der auf der Nitrocellulose-Membran verbliebenen Proteinmengen mit 
Ponceau S-Färbung (siehe [3.3]) Dies ist wichtig beim Vergleich von Signal- beziehungsweise 
Bindungsstärken. Denn neben leichten Variationen in der Gesamtmenge der aufgetragenen 
Zielproteine spielt die verschieden gute Fixierung an die Nitrocellulose-Membran, also zum 
Beispiel die Neigung zum Ablösen während der Inkubation eine gewisse Rolle.  
Außerdem kann so auf ausreichenden Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf die  Membran 
beim Elektroblot getestet werden: Ungeeignete Prozentigkeit oder Porengröße des SDS-Geles, aber 
auch ungünstige (positive) Proteinladung oder schlechte Löslichkeit können die resultierenden 
Proteinmengen verringern. Konkret bedeutet dies, dass für die großen Untereinheiten B und A’ der 
RNAP ein 8%iges SDS-Gel geeignet ist, während für die kleinste Untereinheit P ca. 15% PA ein 
guter Richtwert ist (bei 12% PA werden P und K noch nicht aufgetrennt, sondern befinden sich in 
der Lauffront).  Deshalb war für das Blotten einer Gesamtübersicht aller Untereinheiten der RNAP 
zwingend ein Gradientengel erforderlich ( 8 – 15%. Rezept s.Anhang). 
3.6.7 Blockierlösung für Far Western Blots 
Das genaue Rezept für den “Probing Buffer”, der zugleich Blockier- und Waschlösung ist, wurde 
folgender Publikation entnommen: (Burgess et al., 2000) 
Pro Membran werden ca. 100ml Blockierlösung benötigt (für sehr große Membranen mehr).  
Die Lösung ist 1-2 Tage bei 4°C haltbar. 
 
Stammlösung Final 100ml 200ml 300ml 400ml 500ml 1000ml 
1 M Hepes, pH 7,2 20mM 2ml 4ml 6ml 8ml 10ml 20ml 
2,5 M KCl 200mM 8ml 16ml 24ml 32ml 40ml 80ml 
1 M MgCl2*6H20 2mM 200µl 400µl 600µl 800µl 1ml 2ml 
0,25 M ZnCl2 0,1mM 40µl 80µl 120µl 160µl  200µl 400µl 
1 M DTT 1mM 100µl 200µl 300µl 400µl 500µl 1ml 
100% Tween 20 0,5% 500µl 1ml 1,5ml 2ml 2,5ml 5ml 
Magermilchpulver 1% 1g 2g 3g 4g 5g 10g 
50% Glycerin 10% 20ml 40ml 60ml 80ml 100ml 200ml 
MilliQ Wasser  ad 100ml ad 200ml ad 300ml ad 400ml ad 500ml ad 1000ml 
Abb.3-06:  Blockierlösung für Far Western Blotting-Experimente nach (Burgess et al., 2000) 
3.6.8 Beispiele für Markierungsansätze mit Proteinkinase A (PKA) 
In den unten aufgeführten Protokollen wurde das Gesamtvolumen reduziert (als “Einfachansatz” 
wurden 5µl gesetzt). Auch die Menge PKA wurde reduziert: Die angegebene Menge ist völlig 
ausreichend. Die Ansätze werden direkt in PCR-Gefäße pipettiert, wobei die Radioaktivität ganz 
zuletzt im Isotopen-Labor zugegeben wird. Die Inkubation erfolgt bei 30°C im Thermocycler 
(entsprechend den Angaben in der Produktbeschreibung von Sigma; bei Novagen wird eine 
niedrigere Temperatur angegeben!). Möglicherweise würde schon eine Inkubationsdauer von 30min 
ausreichen; sicherheitshalber wurden 60-70min gewählt.  
Die Ansätze wurden anschließend direkt als Sonde verwendet oder bei –20°C eingefroren. Die 
unter 3b) erwähnte optionale Abtrennung der freien [γ-32P]ATP-Moleküle hat nur bei einigen der 
getesteten Proteine gut funktioniert (unter anderem TBP). Bei den meisten übrigen führte der 
Einsatz der empfohlenen BIORAD “Biospin 6”-Säulen aber zu drastischen Verlusten bei den 
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resultierenden Proteinmengen der nur begrenzt löslichen Proteine und wurde deshalb komplett 
weggelassen. Zwar erhöht sich hierdurch die Gesamtradioaktivität in den Far Western Blotting –
Experimenten. Es wurde aber gezeigt, dass bei einer erfolgreichen Markierungsreaktion mindestens 
die Hälfte der eingesetzten [γ-32P]ATPs in die entsprechenden Proteine eingebaut wird (siehe 
[Abb.3-01,b)], so dass maximal mit einer Verdoppelung der Radioaktivität gerechnet werden muß. 
Dies bedeutet  für die Praxis, dass (neben den üblichen und selbstverständlichen) keine zusätzlichen 
Schutzmaßnahmen nötig sind. 
Die eingesetzten Proteinmengen sind bei Proteinen mit hohem Molekulargewicht groß und bei 
kleinen Proteinen deutlich geringer. Dies ist deshalb sinnvoll, weil die stöchiometrische Beziehung 
zwischen der Anzahl der PKA-Sites und den angebotenen [γ-32P]ATP-Molekülen entscheidend ist – 
nicht aber die absolute Proteinmenge. 
 
Beispiel:  
Æ Radioaktivität ist auf den 09.05.03 kalibriert, d.h. d.h. Tag 5 = Faktor 0,824 , d.h. in einem µl 
sind 8,24µCi enthalten; da ich einen Doppelansatz mache (10µl), benötige ich 2*10µCi, also 20µCi, 
d.h. ich muß 2,4µl einsetzen 
 
( 1 ):  rpoE1/PKA-N  (Frkt "17": ca. 1,6mg/ml) 
1,0µl 10x PKA-Puffer 
1,0µl rpoE1/PKA-N  (Frkt "17", ca. 1,6µg Protein) 
4,6µl H20 
2,4µl [gamma-P32]ATP (20µCi) 
1,0µl PKA (10 U/µl) 
 
( 2 ):  rpoF/PKA-C,  "Frkt.12" (ca. 5mg/ml); 1:5-Verdünnung mit H20 auf 1mg/ml; 
1,0µl 10x PKA-Puffer 
1,0µl  rpoF/PKA-C  (ca. 1µg Protein) 
4,6µl H2O 
2,4µl [gamma-P32]ATP (20µCi) 
1,0µl PKA (10 U/µl) 
 
Æ 70min bei 30°C im Thermocycler; 5µl von jedem Ansatz in die jeweilige Folientasche oder 
Schale; Gefäße mit Radioaktivität vor dem Öffnen immer kurz anzentrifugieren, um 
Kontaminationen zu vermeiden; 2 h Inkubation bei 4-8°C unter langsamem Schütteln; 2 x mit 20ml 
Blockierlösung waschen; Trocknen mit dem Fön; Aufkleben auf Folie und Auflegen eines Films 
über Nacht. 
 
3.7 Herstellung von PA-Gradientengelen (denaturierend oder nativ) 
 
Dieses Rezept bezieht sich auf ein 10x10cm Gel mit 0,8mm Spacern / Kamm. Verwendet wird ein 
einfacher Gradientenmischer mit einem Plexiglasblock, in den die beiden Pufferkammern gebohrt 
sind, und die über einen (mit einem Hebel verschließbaren) Kanal untereinander verbunden sind. In 
der vorderen Kammer befindet sich die schwere Lösung, die mit einem kleinen Rührfisch ständig 
gemischt wird (in die hintere füllt man die leichte Lösung). Über eine peristaltische Pumpe wird das 
Gel senkrecht stehend gegossen (sonst kann sich der Gradient nicht so gut ausbilden).  
Hier wird von 6,5ml Gesamtvolumen ausgegangen (also leichte und schwere Lösung zusammen). 
Das genaue Gesamtvolumen muß an das jeweilige Elektrophoresesystem und die unterschiedlich 
breiten Spacer angepaßt werden. Nach dem Gießen des Gradientengels erfolgt die Überschichtung 
mit ca. 500µl wassergesättigtem Isobutanol oder 1-Butanol. 
Allgemein ist zu sagen, dass schnell gearbeitet werden sollte, damit das Gel nicht in den Schläuchen 
fest wird, oder Unregelmäßigkeiten beim Gießen auftreten. Außerdem ist ein sofortiges, 
mehrmaliges und sehr sorgfältiges Nachspülen des Gradientenmischers und der Schläuche wichtig. 
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###### Gradient 8% bis 15% / Gesamtvolumen 6,5ml #######  
Leichte Lösung (hintere Kammer)   
867 µl Acrylamid-Lsg. (30%) Æ ergibt 8%   
813µl 4xTris/HCl/SDS pH 8,8  
1677µl H2OMilliQ  ( 2x 838µl) 
11µl 10% APS 
2,4µl TEMED  
Schwere Lösung (vordere Kammer)  
(als Volumen wegen Saccharose nicht 3,25ml sondern 2,5ml berechnen)  
1219µl Acrylamid-Lsg. (40% Æ ergibt 15% ( 2x 609µl ) 
813µl 4xTris/HCl/SDS pH 8,8 
468µl H20MilliQ  
0,73g Saccharose 
11µl 10% APS 
2,4µl TEMED 
Sammelgel:  
1,0 ml Acrylamid-Lsg. (30%) 
2,0 ml 4xTris/HCl/SDS pH 6,8 
4,7 ml H20MilliQ 
25µl 10% APS 
4µl TEMED 
 
###### Gradient 12% bis 17% / Gesamtvolumen 6,5ml #######  
Leichte Lösung (hintere Kammer)   
1,3 ml Acrylamid-Lsg. (30%) Æ ergibt 12% ( 2x 650µl )  
813µl 4xTris/HCl/SDS pH 8,8  
1137µl H2OMilliQ 
11µl 10% APS 
2,4µl TEMED  
Schwere Lösung (vordere Kammer)  
(als Volumen wegen Saccharose nicht 3,25ml sondern 2,5ml berechnen)  
1380µl Acrylamid-Lsg. (40% Æ ergibt 17% ( 2x 690µl ) 
813µl 4xTris/HCl/SDS pH 8,8 
307µl H20MilliQ  
0,73g Saccharose  
11µl 10% APS 
2,4µl TEMED 
Sammelgel: siehe oben  
 
Für Native-PAGE mit Gradienten-Gelen:  
Æ Rezept siehe oben, jedoch die Tris-Puffer ohne SDS. 
 
Puffer für Native-PAGE mit erhöhtem pH nach (Ehlers et al., 2002): 
"pH 9,4-System": 
Trenngel-Puffer: 
4x Puffer: 9,09g Tris  Æ  750mM Tris/HCl pH 8,9   
(ad 100ml mit H2OMilliQ, filtrieren und autoklavieren) 
Sammelgel-Puffer: 
4x Puffer: 3,03g Tris  Æ 250mM Tris/HCl pH 7,5 
(ad 100ml mit H2OMilliQ, filtrieren und autoklavieren) 
5x Laufpuffer: 
413mM Tris/HCl pH 9,4 + 165mM Glycin 
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3.8 Bioinformatik: Verwendete Programme und (Online-)Tools 
 
NCBI: National Center for Biotechnologie Information: Diese Seite ist die erste 
Anlaufstelle für Literatur-Recherche, Online-BLAST-Suche (nicht nur) in mikrobiellen Genomen, 
sowie Suche nach DNA- und Protein-Sequenzen aber auch kompletten Genomen. Alle in dieser 
Arbeit erwähnten, komplett sequenzierten Genome stammen aus dieser Quelle (siehe [8.5]). 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  (allgemeine Startseite) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/a_g.htm  (Liste komplett seqenzierter Archaea) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi  (BLAST-Suche in mikrobiellen Genomen) 
 
HUSAR Bioinformatics Lab (ein „Biocomputing Service“ des DKFZ Heidelberg). Hier hat sich 
einerseits das frei zugängliche SRS (Sequence Retrieval System) zum Durchsuchen der 
einschlägigen Datenbanken bewährt (besonders detaillierte Suchfunktionen). Daneben hat vor allem 
HUSAR („Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources“) im engeren Sinne meine Arbeit 
begleitet. Es handelt sich um eine auf dem „GCG Wisconsin package“ beruhende, erweiterte 
Sammlung von bioinformatischen Programmen, die kostenpflichtig per Webinterface (oder per 
Telnet) bereitgestellt werden. Die meisten Alignments in dieser Arbeit wurden mit dem hier 
verfügbaren Programm „Malign“ erstellt. Einige Alignments wurden auch mit Clustal X (siehe 
unten) generiert. Die Ergebnisse der Funktion „Pepstats“ haben mir als Referenz (und Kontrolle) für 
die eigene Programmierung der Berechnung des theoretischen Molekulargewichtes, des 
theoretischen Isoelektrischen Punktes und der Netto-Ladung gedient (siehe 8.4.1) 
http://genome.dkfz-heidelberg.de/biounit/ 
 
Bioedit 5.0.9: Ein Programm mit sehr großem Funktionsumfang (vor allem handelt es sich um 
einen Editor für multiple Alignments, im folgenden meist kurz als "Alignments" bezeichnet). Ich 
habe dieses Programm wegen seiner guten Export-Funktion im RTF-Format für die grafische 
Darstellung von Alignments benutzt. Außerdem läßt sich zum Beispiel eine lokale BLAST-Suche 
durchführen (siehe 8.3). 
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html 
 
Clustal W 1.83 (Higgins et al., 1996) bzw. die zugehörige grafische Oberfläche Clustal X 1.83: 
Mit diesem Programm können unabhängig von diversen, im Internet verfügbaren Online-Tools 
multiple Alignments auf dem eigenen Rechner durchgeführt werden. 
http://www-igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo/ClustalX/Top.html 
 
TreeView 1.6.6: Einen Stammbaum auf der Basis von Alignments zeichnen. Es kann sich sowohl 
um Nucleotid- als auch um eine Proteinsequenzen handeln (Page, 1996). 
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html 
 
Deep View - Swiss-Pdb Viewer 3.7: 3D-Darstellung von auf der Basis von Röntgenstruktur-
Analyse und NMR gewonnenen Protein-3D-Daten. 3D-Modelle sind eine unschätzbare Hilfe zum 
Beispiel bei der Plausibilitätskontrolle von mit praktischen Methoden in Laborexperimenten 
gewonnenen Ergebnissen.  
http://us.expasy.org/spdbv/ 
Die Hauptseite http://us.expasy.org/ bietet den möglicherweise umfangreichsten Zugang zu 2D- und 
3D-Protein-Tools, Informationen und Datenbanken.  
 
Cn3D 4.1:  Ein von NCBI (siehe oben) bereitgestelltes 3D-Programm, das ähnlich wie der Pdb-
Viewer  eine räumliche und intuitiv leicht zu erfassende Darstellung von Proteinen ermöglicht. 
Auch  Protein-Komplexe und Kombinationen aus Proteinen und DNA- bzw. RNA-Fragmenten sind 
möglich. Das Programm arbeitet eng mit dem Webbrowser zusammen, und ermöglicht so eine 
schnelle Visualisierung der auf den NCBI-Seiten zur Verfügung gestellten bioinformatischen 
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Daten. Gelesen werden Daten im MMDB-Format (Molecular Modeling DataBase), wobei es sich 
um eine Teilmenge der aktuell verfügbaren Proteinstrukturen im PDB-Format handelt (die Daten 
wurden teilweise korrigiert und aufbereitet; original-PDB-Dateien können leider nicht geladen 
werden). Die Bildqualität und die Möglichkeiten zum Arrangieren der Proteine sind exzellent, 




Protein Explorer 2 (Nachfolger von RasMol):  Ein weiteres Tool zur Visualisierung der 3D-





Ultraedit 10: Die in dieser Arbeit gezeigten bioinformatischen Analysen beruhen auf einer 
Vielzahl von Einzeldateien im Textformat. Ohne einen komfortablen und leistungsstarken 
Texteditor wäre ein zügiges Arbeit stark erschwert worden. Z.B. lassen sich die großen Genom-
Dateien im Genbank-Format (und die daraus von mir generierten Listen) nur vernünftig mit diesem 
oder einem ähnlichen Programm betrachten und manipulieren. 
http://www.ultraedit.com/ 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
Wie schon in der Einleitung erwähnt, besteht die RNA-Polymerase bei dem hier untersuchten 
Organismus Pyrococcus furiosus aus 11 – 12 Untereinheiten. Um für die Untersuchungen von 
Protein-Protein-Wechselwirkungen nicht nur die komplette, nativ (aus Pyrococcus) gereinigte 
RNA-Polymerase (siehe [4.12]) sondern auch die einzelnen Untereinheiten rekombinant in großer 
Menge und Reinheit zur Verfügung zu haben, mußten die entsprechenden Gene im Genom 
identifiziert, kloniert, in E.coli exprimiert und anschließend gereinigt werden. 
Ohne die Genomprojekte, die mittlerweile auch für Archaea immer zahlreicher werden, wäre ein 
solches Projekt nicht denkbar. Man muß bedenken, dass erst 1996 das erste komplett sequenzierte 
archaeelle Genom veröffentlicht wurde, und zwar das von Methancaldococcus (Methanococcus) 
jannaschii (Bult et al., 1996). Seit der Vollendung der Genom-Sequenzierung dreier Arten der 
Gattung Pyrococcus, nämlich  P.horikoshii (Kawarabayasi et al., 1998), P.abyssi (Robb et al., 
2001; Cohen et al., 2003) und P.furiosus (Robb et al., 2001) ergeben sich interessante 
Vergleichsmöglichkeiten (Maeder et al., 1999; Lecompte et al., 2001), worauf im späteren Verlauf 
noch detaillierter eingegangen wird. 
Auch wenn das P.furiosus-Genom lange Zeit in einer vorläufigen, noch nicht so komfortabel 
zugänglichen Form vorlag, existierte seit 1998 eine wichtige Referenz, nämlich die bereits komplett 
sequenzierte Schwesterart P.horikoshii. Anhand dieser und anderen Daten konnten schnell einige 
der RNAP-Untereinheiten auch im Genom von P.furiosus lokalisiert und mit den praktischen 
Experimenten begonnen werden. 
Die inzwischen in jeder Hinsicht sehr viel größere Datenbasis ermöglicht folgenden Überblick:  
4.1 Untereinheiten der DNA-abhängigen RNA-Polymerase bei Pyrococcus furiosus 
Die RNA-Polymerase aus  Pyrococcus furiosus ist (wie bei den anderen Archaea auch) ähnlich 
komplex aufgebaut wie die eukaryotische Pol II (zum Beispiel aus Saccharomyces cerevisiae). E’’ 
(rpoE2) wurde noch nicht mit in die unten gezeigte Übersicht aufgenommen, weil die 
Versuchsdaten hier noch spärlich sind. Allerdings besitzt das Gen ein hochkonserviertes Zinkfinger-
Motiv (siehe [8.1.3.6]) und wird sehr wahrscheinlich im Rahmen gekoppelter Translation trotz 
geringfügiger Überlappung mit rpoE1 (siehe [4.5]) in Pyrococcus exprimiert. Weitere Experimente 
müssen zeigen, ob E’’ wirklich permanenter Bestandteil des RNA-Pol-Komplexes ist. 
  
B  (rpoB)   127003 Da  33,3% 
A’  (rpoA1)   103461 Da  27,2% 
A’’  (rpoA2)   44404 Da  11,7% 
D  (rpoD)   29781 Da  7,8% 
E’  (rpoE1)   21696 Da  5,7% 
F  (rpoF)   14095 Da  3,7% 
L  (rpoL)   11115 Da  2,9% 
H  (rpoH)   9245 Da  2,4% 
N  (rpoN)   8198 Da  2,2% 
K  (rpoK)   6236 Da  1,6% 
P  (rpoP)   5757 Da  1,5% 
 Gesamt:   380991 Da  100% 
Abb.4-01: Anteil der einzelnen RNA-Pol-Untereinheiten am Gesamtkomplex 
 
Das Molekulargewicht für Untereinheit A’ ist aufgrund eines korrigierten Startpunktes geringfügig 
höher, als entsprechend dem annotierte Gen PF1563 zu erwarten wäre (siehe [8.1.2.2]). E'' ist in 
diese Berechnung nicht mit einbezogen worden, weil noch nicht sicher ist, ob dieses Protein 
tatsächlich im RNAP-Komplex enthalten ist. 
Mit rund 381 kDa besitzt die Pyrococcus-RNAP eine ähnlich Größe wie beispielsweise E.coli (383 
kDa, ß’ßα2ω-Komplex), und ist somit deutlich kleiner als die eukaryotische Pol II aus S.cerevisiae 
(Pol I: 593kDa, Pol II: 598kDa, Pol III: 640kDa). Das ist insofern überraschend, als Bacteria einen 
auf den ersten Blick stark abweichenden Aufbau der RNA-Pol gegenüber Eukarya und Archaea 
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zeigen (siehe [Abb.2-02]).  Ursächlich für das geringere Molekulargewicht des archaeellen RNA-
Pol-Komplexes ist das Fehlen von zu Rpb8 und Rpb9 homologen Proteinen, sowie von größeren 
Abschnitten verschiedener anderer Untereinheiten. Die theoretische Molekülmasse von Pol II aus 
S.cerevisiae beträgt ohne posttranslationale Modifikationen allerdings nur 514kDa. Folgendes 
Diagramm zeigt, auf welchen Untereinheiten die Molekulargewichtsdifferenz beruht: 
 
 
Abb.4-02: Größen der homologen RNA-Pol-Untereinheiten bei P.furiosus und S.cerevisiae 
 
Bis auf Rpb7 und Rpb10 sind alle RNA-Pol-Untereinheiten aus S.cerevisiae kleiner als ihr 
Homolog in P.furiosus (RNA-Pol-Gene aus S.cerevisiae zur Berechnung des theoretischen MG 
siehe [8.6]). 
 
Folgende Tabelle zeigt weitere Details zu den Genen der RNAP-Untereinheiten in P.furiosus:   
 
UE Gen Genom Position aa MW Ladung pI 
B rpoB PF1564 ( - ) 1459639..1462992 1117 127004,2 - 10  (-5 /-5) 6.70 
A’ rpoA1 PF1563 ( - ) 1456903..1459635  910 103461,3 - 6  (+4 –11) 6.83 
A’’ rpoA2 PF1562 ( - ) 1455699..1456892  397 44404,3 - 7  (-9 / +2) 5.86 
D rpoD PF1647 ( - ) 1534790..1535575 261 29781,3 -14  (-13 / -1) 4.71 
E’ rpoE1 PF0256 ( - ) 263488..264057 189 21696,5   0  (-8 / +8) 7.76 
E’’ rpoE2 PF0255 ( - ) 263306..263491 61 6953,0   -1  (-3 / +2) 7.20 
F rpoF PF1036 ( + ) 991090..991452 120 14095,3 - 8  (+1 / -9) 4.66 
H rpoH PF1565 ( - ) 1463013..1463261 82 9244,8 +2  (0 / +2) 9.69 
K rpoK PF1642 ( - ) 1532854..1533027 57 6236,5 +2  (+4 / -2) 10.34
L rpoL PF0050 ( - ) 57460..57747 95 11114,8 - 5  (-5 / 0) 5.15 
N rpoN PF1643 ( - ) 1533155..1533367 70 8198,6 - 1  (+1 / -2) 6.49 
P rpoP PF2009 ( + ) 1857791..1857940 49 5757,0 +9  (+1 / +8) 10.73
Abb.4-03: Gene und allgemeine Eigenschaften der RNAP-Untereinheiten in P.furisous 
UE = Untereinheit der DNA-abhängigen RNA-Polymerase bei Pyrococcus furiosus; PFxxxx: fortlaufender Name der 
Gene im Genom (Locus; diese Bezeichnungen können in gleicher Weise wie Accession-Nummern zum Auffinden der 
genannten Gene in den einschlägigen Online-Datenbanken verwendet werden); (-) / (+) = Orientierung des Genes im 
Genom; aa = Anzahl der Aminosäuren (amino acids); pI = Isoelektrischer Punkt. Der Translationsstart von rpoA1 
(PF1563) wurde um 3 Aminosäurepositionen nach vorn korrigiert, so dass das Protein 910 statt 907 Aminosäuren lang 
ist (es werden die korrigierten Daten gezeigt). Ladung: Theoretische Nettoladung der Proteine bei einem Umgebungs-
pH von 7,6 (die beiden Werte in Klammern sind die Ladung der N-terminalen und der C-terminalen Hälfte des Proteins 
als grober Richtwert für die Ladungsverteilung). 
4.2 Untereinheiten der RNA-Polymerase in archaeellen Genomen 
Während praktische Experimente im Rahmen dieser Arbeit ausschließlich mit der RNA-Polymerase 
aus P.furiosus (und deren Untereinheiten, sowie Transkriptionsfaktoren) durchgeführt wurden, 
diente die theoretisch-bioinformatische Analyse der entsprechenden Gene bei anderen Organismen 
einerseits der Überprüfung der gewonnenen Daten, und andererseits als übergreifender Kontext. 
Vor diesem Hintergrund können die speziellen Details bei P.furiosus diskutiert werden und 
Abweichungen erkannt werden.  
Mit 17 komplett sequenzierten Genomen ist die Situation bei Archaea gegenwärtig noch recht 
übersichtlich, während bei Bacteria heute schon 127 Genome zugänglich sind (die Zahl der 
eukaryotischen Genom-Projekte ist wegen des viel größeren Umfangs und der komplexeren 
Struktur der Genome noch geringer). In dieser Arbeit wird zu einem Vergleich mit Eukarya zumeist 
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der Modell-Organismus Saccharomyces cerevisiae (Bäckerhefe) herangezogen, dessen aus 16 
Chromosomen bestehendes Genom eines der bisher am genauesten untersuchten ist. 





Aeropyrum pernix K1: (Desulfurococcales) (Kawarabayasi et al., 1999) 
Sulfolobus solfataricus: (Sulfolobales) (Zillig et al., 1980) 
Sulfolobus tokodaii: (Sulfolobales) (Kawarabayasi et al., 2001) 
Pyrobaculum aerophilum: (Thermoproteales) (Fitz-Gibbon et al., 2002) 
Euryarchaeota 
Halobacterium sp. NRC-1: (Halobacteriales) (Ng et al., 2000) 
Methanocaldococcus jannaschii: (Methanococcales) (Bult et al., 1996) 
Methanopyrus kandleri AV19: (Methanopyrales) (Slesarev et al., 2002) 
Methanosarcina acetivorans C2A: (Euryarchaeota / Methanosarcinales) (Galagan et al., 2002) 
Methanosarcina mazei Goe1: (Euryarchaeota / Methanosarcinales) (Deppenmeier et al., 2002) 
Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H: (Methanobacteriales)(Smith et al., 1997) 
Pyrococcus abyssi: (Thermococcales) (Cohen et al., 2003) 
Pyrococcus furiosus DSM 3638: (Thermococcales) (Robb et al., 2001) 
Pyrococcus horikoshii: (Thermococcales) (Kawarabayasi et al., 1998) 
Thermoplasma acidophilum: (Euryarchaeota / Thermoplasmales) (Ruepp et al., 2000) 
Thermoplasma volcanium: (Euryarchaeota / Thermoplasmales)  (Kawashima et al., 2000) 
Nanoarchaeota 
Nanoarchaeum equitans Kin4-M  (Waters et al., 2003);  
(das Phylum "Nanoarcheaota wurde kürzlich neu postuliert)  
Korarchaeota 
(auf RNA-Basis definiert; bisher keine kultivierbaren Vertreter, bzw. Mischkulturen) 
 
Abb.4-04: Liste der gegenwärtig verfügbaren, komplett sequenzierten archaeellen Genome 
 
Die angegebenen Publikationen beziehen sich auf die Veröffentlichung des kompletten Genomes 
und nicht auf die Erstbeschreibung des jeweiligen Organismus. 
Die Daten zu allen RNAP-Untereinheiten der hier aufgelisteten Archaea finden sich in der 
folgenden Tabelle. Die Quelle der Daten sind die für jede komplett sequenzierte Art erhältlichen 
Genomdateien im Genbankformat (siehe [8.5]), die mehr oder weniger die gleichen Daten 
enthalten, die auch in den einschlägigen Online-Gendatenbanken bereitgestellt werden. Um die 
Extraktion und Aufbereitung der Informationen über die RNAP-Untereinheiten und andere Daten 
aus diesen Genomdateien zu beschleunigen, wurde ein zu diesem Zweck nützliches Programm 
geschrieben (siehe [8.4]).  
   
Ergebnisse und Diskussion  32 
4.2.1 Zusammenstellung von Genomdaten für eine vergleichende Darstellung 
Die folgende Tabelle zeigt die RNA-Pol-Gene der gegenwärtig 17 komplett sequenzierten Archaea. 
Die jeweilige Bezeichnung für das Gen entspricht den Angaben in den bei NCBI zugänglichen 
Genbank-Dateien der aufgeführten archaeellen Genome. Es kann mit dieser Bezeichnung ähnlich 
wie mit einer Accession-Nummer oder einer Protein-Datenbank-ID innerhalb von NCBI oder SRS 
(unter „Combined Sequence Databases“) gesucht werden. 
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Abb.4-05: Tabelle mit den Namen der Gene und den theoretischen Molekulargewichten der RNA-Pol-
Untereinheiten bei 17 komplett sequenzierten Archaea 
* Das Genom von N.equitans liegt komplett sequenziert vor – seit dem 17.11.03 sogar in einer annotierten Version; evtl. handelt es sich 
aber noch um eine vorläufige Version – statt „/gene“ wurde „/locus_tag“ zur Bezeichung der Gene verwendet (siehe [8.5]). rpoE2 wurde 
in dieser Version nicht als Gen erkannt. Mittels einer „lokalen BLAST-Suche“ (siehe [8.3]) ließ sich das Gen jedoch identifizieren. Dies 
gilt auch für rpoP. 
** rpoA1 aus M.jannaschii enthält ein 451 Aminosäuren langes Intein (Position 461 bis 911; ohne Intein 100538Da). Auch rpoA2  enthält 
ein 471 Aminosäuren langes Intein (Position 76 bis 546; ohne Intein 43388Da)  
*** Auch rpoD aus M.acetivorans ist bei der Annotierung des Genoms nicht als Gen erkannt worden.  Die gegenüber M.mazei stark 
konservierte Sequenz konnte erst durch  „lokale BLAST-Suche“ (s.o.) entdeckt werden. Evtl. wurde das Gen nicht erkannt, weil es eine, 
durch einen Sequenzierfehler bedingte, scheinbare Verschiebung des Leserasters enthält.  
**** Die Gattung Sulfolobus besitzt normalerweise eine ungeteilte B-Untereinheit. Verschiedene Indizien deuten darauf hin, dass es sich 
in diesem Fall nicht um einen Sequenzierfehler, sondern tatsächlich um eine Besonderheit handelt, die in S.solfataricus unabhängig von 
den andern Archaea mit geteilter B-Untereinheit im Laufe der Evolution aufgetreten ist.  
4.2.2 Zuverlässigkeit und Aussagekraft von Genomdaten / bioinformatischen 
Analysen 
Identifizierung von Genen im Genom: Bis zu einem gewissen Grad hypothetisch! 
Bei dem Inhalt der Genbank-Dateien mit dem Genom eines Mikroorganismus handelt es sich 
einerseits um die reine DNA-Sequenz, die (abgesehen von vereinzelten Sequenzierfehlern) 
zweifelsfrei feststeht. Andererseits handelt es sich um eine Liste mit identifizierten Genen, die 
jeweils mit Aminosäuresequenz, Name, Bemerkungen und Referenzen etc. versehen die Basis für 
Genom-Recherchen (sowohl lokal, als auch online) darstellen – beispielsweise über eine Stichwort- 
oder BLAST-Suche. 
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Es muß dem Anwender klar sein, dass es sich bei letztgenannten Daten um eine Interpretation 
handelt, die je nach der Kombination der verwendeten Programme (z.B. Glimmer, GeneScan, 
GeneMark), dem aktuellen Stand der großen Gen- und Protein-Datenbanken (also der Anzahl und 
Art der verfügbaren Datensätze), sowie abhängig von einer mehr oder weniger sorgfältige 
Nachbearbeitung unterschiedliche Ergebnisse liefern kann. 
Prinzipiell sind zwei Schritte nötig: 1. Korrekte Identifzierung eines ORF = "open reading frame" 
(durchaus keine triviale Angelegenheit, wenn keinerlei Vorinformationen vorhanden sind; jedes 
Programm verfolgt seine eigene Strategie, die etwas abweichende Ergebnisse liefern kann; neuere 
bioinformatische Ansätze orientieren sich beispielsweise auch an potentielle Ribosomen-
Bindestellen und weiteren Indizien (Lukashin & Borodovsky, 1998; Aggarwal & Ramaswamy, 
2002) etc.).  
2. Zuordnung der gefundenen (und in Aminosäuresequenz übersetzten) ORFs zu den schon in den 
Datenbanken vorhandenen Proteinen (bzw. DNA bei Nicht-Proteingenen). Letztlich wird hier für 
jedes potentielle Gen eine BLAST-Suche durchgeführt. Je nach den gewählten Einstellungen erfolgt 
bei genügend eindeutiger Homologie der Eintrag in die o.g. Genbank-Datei. 
Dies ist genau der Grund, weshalb sich bei P.furiosus bei 2065 Proteingenen in 1026 Fällen der 
Eintrag "hypothetical protein" findet. Allerdings muß bedacht werden, dass die Genbank-Dateien 
auch veralten können – evtl. sind durch weitere Forschung und manuelle Annotierung einige Gene 
nicht mehr „hypothetisch“. 
Die u.a. in Tabelle [Abb.4-06] angegebene Gesamtzahl an Proteingenen ist also ein Richtwert. Ein 
Beispiel verdeutlich den Sachverhalt: 
Deinococcus radiodurans: Original Genbank-Datei AE000513.gbk mit 2579 Proteingenen. Hiervon 
abgeleitet die aktuelle, von NCBI bearbeitete Datei NC_001263.gbk mit 2629 Proteingenen. 
Ein typischer Fehler ist auch die Angabe eines zu frühen oder zu späten Start-Punktes des Genes. 
Selbst beim Stop-Codon kann man nicht ganz sicher sein: In einigen Fällen wird das Codon "TGA" 
(bzw. "UGA" auf mRNA-Ebene) nicht als Stop-Codon, sondern als spezielles Codon mitten im 
offenen Leserahmen interpretiert, das für den Einbau einer seltenen Aminosäure, dem 
"Selenocystein" codiert. Entsprechende Beispiele sind sowohl für Organismen aus Eukarya und 
Bacteria, als auch für Archaea beschrieben (Wilting et al., 1997; Rother et al., 2001). 
Insgesamt zeigt sich, dass viel "Handarbeit" bei der Analyse von Einzelfällen und Ausnahmen nötig 
ist, die sonst von den (aufgrund der immer größeren Datenmengen nötigen) automatischen 
Bearbeitungsystemen falsch zugeordnet werden.  
Wichtig ist also, die vorliegenden Genomdaten permanent kritisch zu hinterfragen, um diese ab und 
zu auftretenden Fehler zu entdecken. 
 
Folgende Tabelle enthält ergänzende Daten zu den Archaea, deren RNAP-Gene in [Abb.4-05] 
aufgelistet werden: 
4.2.3 Weitere Eckdaten der untersuchten archaeellen Genome (Statistik) 
 
















851 / 508 237 / 310 
Archaeoglobus 











1047 / 499 662 / 215 
Halobacterium sp.  











977 / 763 285 / 123 
Methanocaldococcus 











1047 / 458 208 / 58 
Methanopyrus 











821 / 435 334 / 142 
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Methanosarcina 











2559 / 1477 470 / 43 
Methanosarcina 











2061 / 1071 289 / 16 
Methanothermobacter 











1143 / 462 294 / 20 
Nanoarchaeum 











165 / 157 145 / 95 
Pyrobaculum 











1116 / 753 585 / 246 











817 / 371 401 / 179 
Pyrococcus furiosus 











1011 / 456 481 / 228 
Pyrococcus 











812 / 419 365 / 261 
Sulfolobus 











1275 / 873 638 / 240 











1185 / 782 590 / 382 
Thermoplasma 











717 / 512 237 / 63 
Thermoplasma 











757 / 485 241 / 64 
Escherichia coli 











2576 / 1375 1060 / 545 
* die Extrachromosomalen Elemente (Plasmide) von M.jannaschii  und Halobacterium wurden nicht mit in die Übersicht einbezogen 
 
Abb.4-06: Tabellarische Darstellung statistischer Rahmendaten der archaeellen Genome 
Genomdaten der gegenwärtig 17 komplett sequenzierten Archaea (E.coli als bakterielle Referenz); Quelle der Daten 
sind die von NCBI einheitlich nachbearbeiteten Genomdateien im Genbankformat (NC_xxxxxx.gbk). bp DNA: Länge des 
jeweiligen Genoms in Nukleotiden; Gene: Gene insgesamt / Proteingene / Nicht-Proteingene; GC %: Exakter GC-Gehalt 
auf Basis der Genomsequenz; ohne Überschneidung: Aufeinander folgende Gene ohne / mit Wechsel der 
Leserichtung; mit Überschneidung: Aufeinander folgende, sich partielle überschneidende Gene ohne / mit Wechsel der 
Leserichtung. Bei der Angabe der Anzahl der "Nicht-Proteingene" sind einige Zahlen unrealistisch klein – diese Werte 
wurden mit einem Fragezeichen markiert. 
 
Die aufgeführten archaeellen Genome dienten als Basis für die im Anhang [8.1.3] gezeigten 
umfangreichen Alignments, sowie weitere Analysen. Die Auswertung der Häufigkeit von Start- und 
Stopcodons kann zum Beispiel nützlich bei der Identifizierung alternativer Translationsstartpunkte 
sein. Die überraschend hohen Werte für die Anzahl einander überlappender Gene bei Archaea und 
Bacteria bestätigen (selbst wenn ein Teil der Einträge durch fehlerhafte Zuordnung der Gene 
innerhalb der Genbankdateien verursacht würde) die in [4.5] dargestellte Analyse der 
"translationalen Kopplung" von Genen am Beispiel der Gene von rpoE1 und rpoE2. 
 
4.3 Auswertung von Alignments der drei Pyrococcus-Arten untereinander 
Da zum gegenwärtigen Zeitpunkt bereits die Genomdaten von drei komplett sequenzierten 
Pyrococcus-Arten verfügbar sind (siehe [8.5]), bietet sich ein Vergleich auf kurze evolutionäre 
Distanz an. Einerseits ist die Frage interessant, ob schon hier gravierende Unterschiede erkennbar 
sind. Andererseits läßt sich die Frage nach den Verwandtschaftsverhältnissen innerhalb der Gattung 
Pyrococcus diskutieren. 
Zunächst einige Anmerkungen zu den Alignments, die im Anhang unter ([8.1.2]) zu finden sind: 
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Das Alignment mit den beiden anderen Pyrococcus-Arten legt bei Pfu_rpoA1 einen alternativen 
Startpunkt bei dem Methionin drei Positionen früher als in PF1563 annotiert nahe. Auch die 
Analyse der potentiellen Ribosomen-Bindestelle spricht für diese Korrektur. Die Primer für die 
Klonierung dieser RNAP-Untereinheit in pET-14b wurden entsprechend diesem früheren 
Startpunkt ausgewählt. Das Valin an Position 4 bei P.abyssi und P.horikoshii kommt nicht als 
möglicher Start in Frage, weil er jeweils durch das DNA-Triplett „GTT“ (und nicht durch „GTG“ = 
alternatives Startcodon bei Archaea und Bacteria) kodiert wird. Die A’-Untereinheit enthält bei 
Archaea das katalytische Zentrum der RNA-Polymerase, also Aminosäuren, die besonders mit der 
DNA / RNA interagieren. Innerhalb der Sequenz „NADFDGD“ (Pos 456 ff.) (Dieci et al., 1995; 
Sonntag & Darai, 1995) ist das Motiv D458,500,502 (also 3 Aspartatreste) für die Bindung des Mg2+-
Ions im katalytischen Zentrum verantwortlich. Erwartungsgemäß sind die Aminosäuresequenzen 
der hier untersuchten 3 Pyrococcus-Arten in diesem Bereich identisch. 
 
Die Untereinheit E’’ (rpoE2) wurde längere Zeit für einen vermutlich in vivo nicht exprimierten, 
deaktivierten Teil der ehemals größeren Untereinheit E’ gehalten, der durch eine einzelne Deletion 
im Leseraster verschoben wurde und um –1 Nucleotid-Positionen mit E’ überlappt (-4, wenn man 
das Stop-Codon von rpoE1 mitzählt). Wie auch aus der unten gezeigten Tabelle zu entnehmen, ist 
die Mutationsrate aber für ein vermeindlich inaktiviertes Gen zu gering, was auf einen nach wie vor 
wirkenden, positiven Selektionsdruck auf das resultierende Genprodukt schließen läßt. Pab_rpoE2 
ist ohne Methionin am N-Terminus annotiert worden. Ein „ORF ohne Startcodon“ wäre ein gutes 
Argument für ein im Laufe der Evolution inaktiviertes Gen – allerdings ist das Codon für die direkt 
vorangehende Aminosäure „GTG“, welches als alternativer Start dienen kann und dann für 
Methionin kodiert. Dass bei einer Punktmutation des Startcodons ausgerechnet (als eine Art „stille 
Mutation“) das häufigste alternative Startcodon entsteht, könnte als weiteres Indiz für die 
Notwendigkeit der E’’-Untereinheit für den Stoffwechel des Organismus gewertet werden 
(allerdings dient bei P.furiosus in ca. 2% der Fälle auch „TTG“ als Start-Codon; siehe [4.2.3]). Erst 
das „große Alignment“ mit anderen Archaea räumt letzte Unsicherheiten in dieser Frage aus (siehe 
[8.1.3.6]).  
 
Bei Pab_rpoN ist „TTG“ als Startcodon interpretiert worden – eigene Analysen zeigten, dass 
„TTG“ als alternatives Start-Codon bei Archaea weit verbreitet ist und teilweise (z.B. bei 
M.jannaschii) sogar häufiger als „GTG“ verwendet wird (siehe [Abb.4-06]).  Das Valin an Position 
3 kommt für einen alternativen Startpunkt dagegen nicht in Frage, weil das Codon „GTC“ lautet. 
Hier könnte man dann auch gleich den Start von Pfu_rpoN anzweifeln: Das Valin an Position 6 
wird durch „GTG“ kodiert – hier startet auch Pab_rpoN. Für die Untersuchungen in dieser Arbeit 
habe ich mich an die oben dargestellte lange, annotierte Version gehalten. Dass P.horikoshii in 
bezug auf das ansonsten besonders konservierte rpoN über eine zusätzliche, 51 Aminosäuren lange, 
N-terminale Zusatzsequenz verfügen soll, kann getrost angezweifelt werden. Die normalerweise nur 
knapp 70 Aminosäuren lange Untereinheit N gehört bisherigen Forschungsergebnissen zufolge zu 
den kleinen Proteinen, die den DLNP-Komplex als eine Plattform für den weiteren Zusammenbau 
der RNA-Polymerase bilden (Werner & Weinzierl, 2002). Dass 51 zusätzliche Aminosäuren für 
diesen sensiblen, und für den Organismus überlebenswichtigen Vorgang einen erheblichen 
Störfaktor darstellen würden, ist sehr wahrscheinlich. Das Valin an Position 52 des Pho_rpoN-
Genes (2 Aminosäuren vor dem Start des Genes bei P.abyssi) wird durch „GTG“ kodiert und 
repräsentiert wahrscheinlich den richtigen Startpunkt. 
 
Pho_rpoP (PHS056) ist nicht korrekt annotiert: Die angegebene Aminosäuresequenz überschneidet 
sich um 25aa mit PHS057 („50S ribosomal protein L37“). Da das Valin an Position 17 durch 
„GTA“ kodiert wird, also als Transkriptionsstart nicht in Frage kommt, bleibt nur das Methionin an 
Pos. 19, wo auch die entsprechenden Gene von P.furiosus und P.abyssi beginnen. 
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Die Auswertung der beschriebenen Alignments führte zu folgender, zusammenfassenden Tabelle: 
 
Relative Häufigkeit von abweichenden Aminosäure-Positionen:  Mutationsrate 
UE Austausch total ähnlich stark abweichend Alignment-Länge 
B (rpoB) 66  (5,9%) 51  (4,6%) 15  (1,3%) 1117 
A’ (rpoA1) 72  (7,9%) 43  (4,7%) 29  (3,2%) 907 
A’’ (rpoA2) 41  (10,3%) 28  (7,1%) 13  (3,3%) 397 
D (rpoD) 49  (18,8%) 23  (8,8%) 26  (10,0%) 260 
E’ (rpoE1) 28  (14,8%) 15  (7,9%) 13  (6,9%) 188 
E’’ (rpoE2) 8  (13,1%) 7  (11,5%) 1  (1,6%) 61 
F (rpoF) 30  (24,8%) 21  (17,4%) 9  (7,4%) 120 
H (rpoH) 10  (12,2%) 7  (8,5%) 3  (3,6%) 82 
K (rpoK) 3  (5,3%) 2  (3,5%) 1  (1,8%) 57 
L (rpoL) 17  (17,8%) 10  (10,5%) 7  (7,4%) 95 
N (rpoN) 8  (11,4%) 3  (4,3%) 5  (7,1%) 68 
P (rpoP) 6  (12,2%) 3  (6,1%) 3  (6,1%) 49 
Durchschnitt 12,9% 7,9% 5,0%  
 
Abb.4-07: Aminosäure-Austausch in den RNAP-Genen innerhalb der Gattung Pyrococcus 
Tabellarische Darstellung und grafische Darstellung der Häufigkeit von Aminosäure-Austausch. Ähnlich: hellgrau, stark 
abweichend: schraffiert. In der Tabelle wurde die niedrigsten und höchsten Werte grau hinterlegt. 
 
Diese Tabelle gibt erste Antworten auf die Frage, ob auf den verschiedenen RNAP-Untereinheiten 
ein unterschiedlicher Selektionsdruck lastet, der sich in einer unterschiedlichen Mutationsrate 
äußert. Diese Übersicht liefert einen groben Überblick über Veränderung einzelnen Proteine im 
Ganzen, während in folgenden Abschnitten dieser Arbeit auch auf die stärker oder schwächer 
konservierten Regionen im Detail eingegangen wird 
 
 
Anzahl der jeweils von den beiden anderen Arten abweichenden Aminosäure-Positionen: 
UE P.furiosus P.abyssi P.horikoshii Alignment-Länge 
B (rpoB) 40 11 11 1117 
A’ (rpoA1) 48 5 14 907 
A’’ (rpoA2) 26 2 9 397 
D (rpoD) 27 4 6 260 
E’ (rpoE1) 18 4 3 188 
E’’ (rpoE2) 5 2 1 61 
F (rpoF) 15 3 8 120 
H (rpoH) 5 1 3 82 
K (rpoK) 3 - - 57 
L (rpoL) 6 4 6 95 
N (rpoN) - 1 2 68 
P (rpoP) 2 1 2 49 
Summe 195 38 65 3401 
Summe % 5,7% 1,1% 1,9%  
 
Abb.4-08: Aminosäure-Austausch an Positionen, die bei den anderen Schwesterarten identisch sind 
Es wurden alle Positionen mit einbezogen, an denen die Aminosäure im Alignment von denen bei 
den anderen beiden Arten abweicht. Die wenigen Stellen, an denen bei allen drei Arten 
unterschiedliche Aminosäuren zu finden sind, wurden ignoriert. Es wurde kein Unterschied 
gemacht, ob es sich um einen Austausch mit einer ähnlichen oder stark abweichenden Aminosäure 
handelt. 
 
Die gezeigte Auswertung stimmt recht gut mit bereits bekannten Vergleichsdaten in Bezug auf die 
untersuchten drei Pyrococcus-Arten überein (Lecompte et al., 2001):   P.furiosus weicht mit 5,7% 
innerhalb der RNA-Pol-Gene am stärksten ab, während P.abyssi den beiden anderen Arten 
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offensichtlich am nächsten steht (1,1% Abweichung). Dies spiegelt u.a. die geographische Distanz 
der Fundorte wider: Während P.abyssi (Erauso et al., 1993) und P.horikoshii (Gonzalez et al., 
1998) aus der Tiefsee des pazifischen Ozeans isoliert wurden, stammt P.furiosus aus einem marinen 
Solfataren-Feld,  d.h. durch vulkanische Aktivität aufgeheizten Meeresgrund vor der Insel Vulcano 
im Mittelmeer vor Süd-Italien (Fiala & Stetter, 1986). Der theoretischen Stammbaum dieser 
Dreiecks-Konstellation zeigt also die beiden einander ähnlichen Arten P.abyssi und P.horikoshii, 
deren gemeinsamer Vorläufer sich schon vor etwas längerer Zeit von der zu P.furiosus führenden 
Linie abgetrennt hat (weite Details:(Lecompte et al., 2001)). In den meisten Fällen scheint zu 
gelten, dass die Gene aus P.furiosus stärker denen aus P.abyssi als denen aus P.horikoshii ähneln. 
Diese Interpretation wird ergänzt durch die Protein-Stammbäume der Untereinheiten A’ und L 
(siehe [4.4.1]), wo die drei Pyrococcus-Arten einen entsprechenden Cluster bilden, wobei nach dem 
Grad der Konservierung des jeweiligen Proteins die Detail-Relationen etwas unterschiedlich 
ausfallen. 
 
4.3.1 Eigenschaften und konservierte Regionen der RNAP-Gene in Pyrococcus 
Ein Teilaspekt der in diesem Kapitel gezeigten Grafiken wurden auf der Basis umfangreicher 
Alignments der homologen RNAP-Gene innerhalb von Archaea und im Vergleich mit 
Saccharomyces cerevisiae als Vertreter der Eukarya gewonnen. In einzelnen Fällen wurden 
Gensequenzen auch von noch nicht komplett sequenzierten Archaea herangezogen (z.B. Sulfolobus 
acidocaldarius). Während sich die S.cerevisiae-Gene recht gut in die Multiplen Alignments fügen, 
wurde auf die Integration der stärker abweichenden bakteriellen Sequenzen in den Konsensus von 
vornherein verzichtet um die Darstellung nicht zu unübersichtlich werden zu lassen.  
Ziel der weiter unten gezeigten Darstellungen zu jeder RNAP-Untereinheit bei P.furiosus ist es, 
durch die Lokalisierung und Eingrenzung der besonders konservierten Positionen einen Hinweis auf 
für die Enzymaktivität der RNA-Polymerase besonders wichtigen Domänen (und auch einzelne 
Aminosäuren-Positionen) zu erlangen. Denn der Mechanismus der Transkription und der Aufbau 
der RNA-Polymerase bei Archaea ähnelt zwar dem bei Eukarya, weist aber auch charakteristische 
Unterschiede hierzu auf, wie man aus der unterschiedlichen Größe und streckenweise stark 
abweichenden Sequenz und 3D-Struktur der beteiligten Untereinheiten und Faktoren ableiten kann.  
 
Das Argument, dass bei Eukarya viele Prozesse komplizierter (reguliert) sind als bei Archaea, und 
dass sich das zumeist in der größeren Anzahl der beteiligten Komponenten äußert, gilt 
ausnahmsweise nicht für die Anzahl der Untereinheiten, aus denen sich die RNAP bei Eukarya und 
Archaea zusammensetzten: Mit Ausnahme von Rpb8 und Rpb9 sind zu allen Untereinheiten der 
eukaryotischen Pol II archaeelle Homologe gefunden wurden (siehe [Abb.2-02]). Da einige 
Untereinheiten bei Archaea in zwei Teilen vorliegen (A’ + A’’, E’ + E’’) kommt man bei den 
methanogenen Archaea, die als Besonderheit zusätzlich eine gespaltene B-Untereinheit aufweisen 
(B’ + B’’)  rechnerisch sogar auf 13 Untereinheiten – also eine mehr, als bei Eukarya (Pol II: 12 
Untereinheiten). Bezieht man aber die bemerkenswert große Zahl der (bisher bekannten) an der 
Transkription beteiligten eukaryotischen Faktoren und RNA-Pol-assoziierten Hilfproteine hinzu, so 
ergibt sich ein anderes Bild, so dass grundsätzlich weiter die Arbeitshypothese aufrechterhalten 
werden kann, dass die archaeelle RNA-Polymerase als Modellsystem für die komplexere 
eukaryotische RNA-Polymerase dienen kann, weil sie zwar in vieler Hinsicht sehr ähnlich, 
andererseits aber auch deutlich weniger komplex (und damit experimentell leichter zugänglich) ist. 
Allerdings sind auch für Archaea typische (und einzigartige) Struktur- und Funktionsmerkmale zu 
erwarten – z.B. als Anpassung an die oftmals extremen Standorte / Lebensräume. 
 
Da in diesem Kapitel Multiple Alignments und die Diskussion eine Rolle spielt, wo eine 
Proteinsequenz "ähnlich" und konserviert, und wo sie "stark abweichend" ist, wird kurz und sehr 
allgemein darauf eingegangen, wie diese Parameter in der Bioinformatik behandelt werden, und was 
für Möglichkeiten sich für den Anwender ergeben. 
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Folgende Grafik verdeutlicht, welche Aspekte die Algorithmen zur Generierung von Alignments 




Abb.4-09: "Protein-Scoring-Systeme": Gruppierung ähnliche und unähnlicher Aminosäuren  
Nach einer Folie, die von Rainer König vom DKFZ Heidelberg (HUSAR Biocomputing Service Group) im Rahmen eines 
Bioinformatik-Workshops in Kiel zur Veranschaulichung von „Protein-Scoring-Systemen“ gezeigt wurde. 
 
Wie man sieht, wurden die 20 proteinogenen Aminosäuren in derartiger Weise angeordnet, dass 
ähnlich wie in der Mengenlehre Kreise und Elipsen sich vielfach überschneidende Teilmengen 
bilden (das gezeigte Schema erhebt keinen Anspruch auf Vollständigkeit). Offensichtlich wird die 
Situation dadurch kompliziert, dass einige Aminosäuren an bis zu 5 Eigenschaften-Mengen 
teilhaben, wobei dann zwangläufig je nach aktueller Fragestellung eine unterschiedliche 
Gewichtung derselben notwendig ist (beispielsweise darf Histidin gleichzeitig als „hydrophob“, 
„aromatisch“, „polar“, „geladen“, „positiv geladen“ betrachtet werden). 
Nach dem „Dogma der Biochemie“ ist die Primärstruktur der Aminosäuresequenz allein zur 
Ausbildung der finalen 3D-Struktur des Proteins und somit seiner spezifischen Eigenschaften 
ausreichend (allerdings handelt sich oftmal um ein durch Chaperone unterstütztes „assisted 
assembly“). Wenn man davon ausgeht, dass auf den Eigenschaften eines Organismus (und im Detail 
auf den Eigenschaften seiner Proteine und sogar auf Eigenschaften einzelner Aminosäuren an ganz 
spezieller Position im Protein) ein Selektionsdruck lastet, so wird unmittelbar klar, dass ein 
Aminosäure-Austausch mit einer sehr ähnlichen Aminosäure von der Evolution weniger hart 
„bestraft“ wird, als ein Austausch, der die Form des Proteins grundlegend verändert und z.B. die 
Inaktivierung eines Enzyms zur Folge hat, weil sein Substrat nicht mehr in das katalytische Zentrum 
paßt (natürlich kann auch mal ein "Glückstreffer" dabei sein, der zu einer schlagartig verbesserten 
biologischen "Fitness" des Organismus führt – das bewährteste Prinzip der Evolution aber scheint 
noch immer die Konservierung oder höchstens vorsichtige Veränderung zu sein – schließlich hat 
sich die jeweilige Struktur meist schon über unzählige Generationen hinweg bewährt). 
In gewisser Weise ist also der Aminosäure-Code ähnlich „degeneriert“ wie der „genetische Code“, 
das heißt, ein Austausch des aliphatischen Leucins mit Isoleucin oder Valin hat (fast?) keinen 
Einfluß auf die resultierende 3D-Form bzw. spezifische Eigenschaften. Typisch ist auch der  
Austausch ähnlich geladener Aminosäuren wie Aspartat mit Glutamat oder Arginin mit Lysin.  
Mag sich dies einerseits erschwerend bei der Identifizierung eines Proteins auswirken, so kann 
dieses Phänomen andererseits auch nützlich bei dem Vergleich von Verteilungsmustern zur 
Aufdeckung phylogenetischer Zusammenhänge sein. 
Der Austausch von Aminosäuren kann im Laufe der Evolution so weit fortschreiten, dass das 
Auffinden eines homologen Gegenstücks in einem anderen Organismus allein aufgrund der 
Aminosäure-Sequenz nicht mehr greift, obwohl die für das Protein charakteristische allgemeine 
Gestalt und Funktion noch erhalten ist. Hier kommen dann häufig fortgeschrittene Techniken der 
Bioinformatik zum Einsatz, die sich bei der Suche nach Homologen eher auf die Analyse von 2D- 
und 3D-Strukturen stützen. Die rasante Entwicklung der Rechnerkapazitäten und die Fortschritte 
beim Verständnis der Faktoren und Kräfte, die die Form eines Proteins bestimmen,  liefert 
gegenwärtig immer leistungsfähigere Werkzeuge (Computerprogramme), die teilweise online 
zugänglich sind. 
Im folgenden wird grundsätzlich vorausgesetzt, dass auf den für die Funktion essentiellen 
„Merkmalen“ eines Proteins ein positiver Selektionsdruck lastet, was ihre „Konservierung“ im Lauf 
der Evolution erzwingt. Die Faustformel „Konservierte Region = Hinweis auf Funktion“ kann als 
grober Anhaltspunkt für das Auffinden besonders wichtiger und interessanter Regionen im Protein 
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dienen. Im Gegenzug können auffällige Abweichungen vom Konsensus bei bestimmten Arten unter 
Umständen als für den speziellen Organismus (und für sein Überleben in einem bei Archaea oft 
extremen Habitat) förderliche Modifikationen diskutiert werden (oder vielleicht auch als Folge von 
Rekombinationsereignissen). 
Ein Problem ist oftmals, dass sich umfangreichen Alignments seitenlang hinziehen und keinen 
intuitiv zu erfassenden Überblick, sondern eher Detailinformationen liefern. Dies gilt auch für die 
Proteinsequenz der großen Untereinheiten der RNAP aus den 17 komplett sequenzierten Archaea. 
Aus diesem Grund habe ich die unten gezeigten Grafiken selbst programmiert (mit Borland Delphi 
5, siehe [8.4]), um jeweils bestimmte Eigenschaften der untersuchten Proteine komprimiert in einer 
Zeile darstellen zu können.  
Die erste Zeile zeigt jeweils die aus den diskutierten Alignments ([8.1.3]) abgeleiteten konservierten 
Regionen in den RNA-Pol-Genen aus Pyrococcus furiosus. Die Zusatzgrafiken mit speziellen 
Aminosäuren (z.B. „geladene Aminosäuren“) oder mit Sekundärstrukturvorhersagen stellen eine 
Ergänzung dar, und können schon an dieser Stelle einige Indizien für strukturelle Besonderheiten 
innerhalb der konservierten Regionen liefern, bevor dann mit weiteren bioinformatischen Tools 
(bzw. Labor-Experimenten) Voraussagen bezüglich 2D- und 3D-Struktur (oder über die 
Wahrscheinlichkeit von  Protein-Protein-Interaktionen mit einer anderen RNAP-Untereinheit oder 
einem Transkriptionsfaktor) konkretisiert werden. 
 
Ein Sonderfall stellt die Untereinheit B (rpoB) dar: Bei ca. der Hälfte der untersuchten Archaea ist 
sie in zwei Teile gespalten (N-terminal B’’ (rpoB2) und C-terminal B’ (rpoB1); [4.2.1]). Weil hier 
(ähnlich wie beim Hinzufügen von der Sequenz von Rpb2 aus S.cerevisiae) der Konsensus 
erheblich reduziert wird, wurden zwei separate Alignments durchgeführt (einerseits B + B’ und 
andererseits B + B’’) und in einem einzigen Konsenus bezogen auf P.furiosus kombiniert (siehe 
Anhang [8.1.3.1]). 
 
4.3.1.1 B (rpoB) aus P.furiosus: Konservierte Regionen und Eigenschaften 
 







Å zu B’’ (rpoB2) homologer Bereich  zu B’ (rpoB1) homologer Bereich Æ 
Abb.4-10: Eigenschaften von rpoB aus P.furiosus 
Erste Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosäure-Positionen der Untereinheit B entsprechend Konsensus (schwarz 
= konserviert; siehe [8.1.3.1]). T = „turn“, α = α-Helix, ß = ß-Faltblatt, 1. Sekundärstrukturvorhersage nach Chou-Fasman 
(CF) (Chou & Fasman, 1978), 2.Vorhersage nach Garnier, Osguthorpe, Robson (GOR) (Garnier et al., 1978). Die 
Kombination dieser beiden Methoden kann wichtige Hinweise liefern, bleibt aber hypothetisch (Kyngas & Valjakka, 
1998). Saure Aminosäuren/negativ geladen: rot. Basische Aminosäuren/positiv geladen: blau. In der unteren Zeile 
Cystein- (oben) und Histidin-Positionen (z.B. für potentielle Zinkfinger-Motive). Die Zeile mit den blauen Zahlen stellt die 
Übertragung der für die eukaryotische RNAP aus S.cerevisiae vorgenommene Einteilung in Struktur- und 
Funktionsabschnitte (Cramer et al., 2001) auf die Verhältnisse bei Pyrococcus furiosus dar ([Abb.4-21, Rpb2]).  
 
Die angegebene Trennlinie für die entweder zu rpoB2 oder rpoB1 homologen Abschnitte bei 
Position 515 entspricht dem relativ einheitlichen Startbereich von rpoB1 bei den meisten Archaea 
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mit geteilter B-Untereinheit. Sulfolobus solfataricus fällt hier durch seinen zum N-Terminus hin 
verschobenen Start deutlich aus dem Rahmen, was an anderer Stelle ausführlicher diskuiert wird. 
Die Länge des C-Terminus von rpoB2 ist bei den o.g. Archaea dagegen ziemlich variabel. 
Wie schon für die RNAP aus E.coli gezeigt wurde (Severinov et al., 1996), kann bei 
Rekonstitutionsexperimenten mit künstlich in mehrere Einzelproteine aufgeteilten Untereinheiten 
durchaus mit korrektem „Assembly“ und teilweise wiederhergestellter katalytischer Aktivität des 
RNAP-Gesamtkomplex gerechnet werden. Gegenwärtig wird die größte Untereinheit B im Rahmen 
der Fortführung des P.furiosus-RNA-Polymerase-Projektes nicht nur als ganzes, sondern auch 
entsprechend der oben angegebenen Trennlinie in zwei Teilproteinen untersucht (persönliche 
Mitteilung, Naji,S.). 
 












Abb.4-11: Eigenschaften von rpoA1 aus P.furiosus  
( Das hochkonserviertes „NADFDGD“-Motiv (Dieci et al., 1995; Sonntag & Darai, 1995; Zaychikov et al., 1996) des 
katalytischen Zentrums im Bereich von Pos.460 wurde rot unterstrichen ). 
Erste Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosäure-Positionen der Untereinheit A' entsprechend Konsensus (schwarz 
= konserviert; siehe [8.1.3.2]). T = „turn“, α = α-Helix, ß-Faltblatt, CF und GOR: siehe Legende von [Abb.4-10]. Saure 
Aminosäuren/negativ geladen: rot. Basische Aminosäuren/positiv geladen: blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und 
Histidin-Positionen. Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu [Abb.4-10] und Angaben unter [Abb.4-20, Rpb1]. 
 
Diese (bei Pyrococcus zweitgrößte) Untereinheit ist die am stärksten konservierte RNA-Pol-
Untereinheit, und enthält das  katalytische Zentrum der RNA-Polymerase. Die universale 
Verbreitung des NADFDGD-Motivs ist nicht ganz zufällig – schließlich ist dieser Bereich an der 
Komplexierung des zentralen Mg2+-Ions beteiligt (Zaychikov et al., 1996). Das o.g. Motiv scheint so 
essentiell zu sein, dass es sich nicht nur bei allen untersuchten Archaea und S.cerevisiae findet, 
sondern auch bei E.coli mit seiner, auf den ersten Blick (scheinbar) ziemlich stark abweichenden 
RNA-Pol-Struktur. Sogar viele cytoplasmatische DNA-Viren enthalten dieses Motiv (Sonntag & 
Darai, 1995). Zusätzlich scheint für die korrekte Funktion dieser ohnehin sehr stark konservierten 
Untereinheit die Sequenz RQP(TS)LH von entscheidender Bedeutung zu sein, die bei P.furiosus 27 
Aminosäure-Positionen stromaufwärts vom genannten Hauptmotiv liegt.  
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4.3.1.3 A’’ (rpoA2) und H (rpoH): Konservierte Regionen und Eigenschaften 
 
Die Untereinheit H bindet im Far Western Blot-Experiment sehr spezifisch an A’’, worauf auch die 













Abb.4-12: Eigenschaften von rpoA2 und rpoH aus P.furiosus 
Links die 397 Aminosäuren lange, drittgrößte Untereinheit A’’; rechts die 82 Aminosäuren lange Untereinheit H. Erste 
Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosäure-Positionen entsprechend Konsensus (schwarz = konserviert; siehe 
[8.1.3.3]). T = „turn“, α = α-Helix, ß-Faltblatt, CF und GOR: siehe Legende von [Abb.4-10].  Saure Aminosäuren/negativ 
geladen: rot. Basische Aminosäuren/positiv geladen: blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und Histidin-Positionen. 
Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu [Abb.4-10] und die Angaben unter [Abb.4-20, Rpb1] und [Abb.4-24, 
Rpb5]. 
 
Bei A’’ (rpoA2) lassen sich grob zwei voneinander getrennte konservierte Bereiche erkennen: 1. ca. 
Pos. 60 – 140; 2. ca. Pos. 235 – 380. Die drei Pyrococcus-Arten verfügen über eine Gruppe von 4 
aufeinander folgende Tyrosin-Reste am C-Terminus von rpoH. Die hierzu homologe Untereinheit 
Rpb5 aus S.cerevisiae zeigt im C-terminalen Drittel recht hohe Sequenzähnlichkeit zur H-
Untereinheit der Archaea, ist aber insgesamt deutlich größer. 
Untereinheit B, A', A'' (und H) bilden den "katalytischen Kern" der RNA-Polymerase. Aktuelle 
Untersuchungen mit der P.furiosus-RNAP  haben gezeigt, das es diese vier Untereinheiten sind, die 
den direkten Kontakt zu der DNA herstellen, die in der große Spalte am katalyischen Zentrum 
vorbei längs durch den RNAP-Komplex hindurch verläuft (Bartlett et al., 2003). 
 
4.3.1.4 D (rpoD) und L (rpoL): Konservierte Regionen bei P.furiosus : 
 
Wie aus der Literatur für M.jannaschii bekannt ist (Eloranta et al., 1998; Werner & Weinzierl, 
2002), bilden die Untereinheiten D und L einen Komplex, der sehr wahrscheinlich (gemeinsam mit 
N (rpoN) und evtl. P (rpoP) die gemeinsame „Assembly Platform“ für die übrigen Komponenten 
des RNAP-Komplexes bildet. Auch bei Far Western Blot- und Native-PAGE- und Molekularsieb-
Chromatographie-Experimenten im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich die starke Affinität der beiden 
Proteine zueinander, weshalb sie hier gemeinsam betrachtet werden. 
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Abb.4-13: Eigenschaften von rpoD und rpoL aus P.furiosus 
Links die 261 Aminosäuren lange Untereinheit D; rechts die 95 Aminosäuren lange Untereinheit L. Erste Zeile mit in 
P.furiosus konservierten Aminosäure-Positionen entsprechend Konsensus (schwarz = konserviert; siehe [8.1.3.4] und 
[8.1.3.10]). T = „turn“, α = α-Helix, ß-Faltblatt, CF und GOR: siehe Legende von [Abb.4-10].  Saure Aminosäuren/negativ 
geladen: rot. Basische Aminosäuren/positiv geladen: blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und Histidin-Positionen. 
Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu [Abb.4-10] und Angaben unter [Abb.4-22, Rpb3 und Rpb11]. Insgesamt 
ist ein geringer Grad an Konserviertheit feststellbar. Das in rpoD/Rpb3 bei Saccharomyces und einigen Archaea 
vorhandene „Zink loop“ (3) fehlt hier komplett und die „Loop-Region“ (6) ist auffällig variabel. 
 
4.3.1.5 E’ (rpoE1), E’’ (rpoE2) und F (rpoF): Konservierte Regionen bei P.furiosus 
Far Western Blots in dieser Arbeit haben gezeigt, dass die RNAP-Untereinheit F sehr spezifisch 
und ausschließlich an E’ bindet, wobei die „Kreuzreaktionen“ mit anderen RNA-Pol-Untereinheiten 
minimal sind (siehe [Abb.4-47]). In der Literatur deutet sich an, dass diese beiden Proteine zur 
Bildung eines Heterodimers neigen, das nicht unbedingt zu jedem Zeitpunkt in stöchiometrischem 
Verhältnis im RNA-Pol-Komplex gefunden werden muß, sondern möglicherweise eher locker an 









Abb.4-14: Eigenschaften von rpoE1, rpoE2 und rpoF aus P.furiosus 
Links die 189 Aminosäuren lange E’-Untereinheit; in der Mitte die 61 Aminosäuren lange E’’-Untereinheit; rechts die 120 
Aminosäuren lange Untereinheit F. Erste Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosäure-Positionen entsprechend 
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Konsensus (schwarz = konserviert; siehe [8.1.3.5,  [8.1.3.6]) und [8.1.3.7]. T = „turn“, α = α-Helix, ß-Faltblatt, CF und 
GOR: siehe Legende von [Abb.4-10].  Saure Aminosäuren/negativ geladen: rot. Basische Aminosäuren/positiv geladen: 
blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und Histidin-Positionen. Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu 
[Abb.4-10] und Angaben unter [Abb.4-23, Rpb7 und Rpb4]. 
 
Abgesehen von S.acidocaldarius liegt die Untereinheit E bei allen hier untersuchten Archaea in 
zwei Teilen (E’ und E’’) vor.  
Bei E’ (rpoE1) fällt bei einigen Archaea ein stark geladener C-Terminus auf, der fast 
ausschließlich aus sauren und basischen Aminosäuren besteht (siehe [8.1.3.5]). Dieser Bereich 
fällt allerdings nicht in die direkt davor liegende, etwa 16 Aminosäuren lange hochkonservierte 
Region.  
 
Die nur 61 Aminosäuren lange E’’-Untereinheit (rpoE2) zeigt insgesamt keine auffällig 
verringerte Ähnlichkeit zum Konsensus, wie es bei einem (durch eine einzelne Deletion und 
damit verbundenen Rasterverschiebung) inaktivierten Gen der Fall sein würde. Interessant ist 
jedoch, dass gerade im N-terminalen Bereich in der Umgebung des hochkonservierten 
Zinkfinger-Motivs die Aminosäure-Sequenz auffällig schlecht konserviert ist (die vier Cystein-
Reste werden mit blauen Strichen angedeutet, bzw. im Alignment rot markiert [8.1.3.6]). Ein 
weiteres Indiz für besondere Eigenschaften dieses Proteins deutet sich in komplett 
entgegengesetzt geladenen Regionen an: Dem Zinkfinger-Motiv, das grob das N-terminale 
Drittel der Gesamtsequenz beansprucht, folgt ein negativ geladener Mittelteil mit sauren 
Aminosäuren, der schließlich C-terminal in einen Bereich mit positiv geladenen, basischen 
Aminosäuren in Verbindung mit einer Anhäufung kleiner Aminosäuren mündet (beide 
Abschnitte knapp ein Drittel der Gesamtsequenz). 
 
Die Aminosäuresequenz von F (rpoF) zeigt auf den Blick keine besonderen Auffälligkeiten, 
abgesehen vielleicht von einer insgesamt ziemlich geringen Übereinstimmung mit dem 
Konsensus aus dem Alignment. Die BLAST-Suche hat gleich bei mehreren Archaea keinen 
sicheren Hinweis auf ein entsprechendes Protein geliefert (bzw. falsche Treffer), so dass hier 
nur 14 statt 17 bzw. 18 Archaea in das Alignment integriert werden konnten (siehe [8.1.3.7]. Je 
weniger Sequenzen von weiter entfernten Arten verwendet werden, desto mehr gewinnen die 
drei einander sehr ähnlichen Pyrococcus-Arten an Gewicht, was im Alignment eine gewisse 
Schieflage verursacht (allerdings hat jede Auswahl Vor- und Nachteile – entscheidend ist die 
gegenwärtige Verfügbarkeit archaeeller Genome; auch Sufolobus ist ja überdurchschnittlich in 
den Alignments enthalten – mit S.solfataricus, S.tokodaii und in einigen Fällen zusätzlich 
S.acidocaldarius). 
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Abb.4-15: Eigenschaften von rpoK, rpoN und rpoP aus P.furiosus 
Links die 57 Aminosäuren lange Untereinheit K; in der Mitte die 70 Aminosäuren lange Untereinheit N; rechts die nur 49 
Aminosäuren lange Untereinheit P. Erste Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosäure-Positionen entsprechend 
Konsensus (schwarz = konserviert; siehe [8.1.3.9], [8.1.3.11] und [8.1.3.12]). T = „turn“, α = α-Helix, ß-Faltblatt, CF und 
GOR: siehe Legende von [Abb.4-10].  Saure Aminosäuren/negativ geladen: rot. Basische Aminosäuren/positiv geladen: 
blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und Histidin-Positionen. Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu 
[Abb.4-10] und Angaben unter [Abb.4-24, Rpb6] und [Abb.4-25, Rpb10 und Rpb12]. 
 
Neben rpoB, rpoA1, rpoN und rpoE2 besitzt auch rpoP ein Zinkfinger-Motiv. Ähnlich wie bei 
rpoE2 ist auch hier der Grad der Konserviertheit direkt in der Umgebung des C4-Typ-Zinkfinger-
Motivs ziemlich gering. Die zweite Hälfte des nur 49 Aminosäuren langen Proteins ist auffällig 
positiv geladen (+8 gegenüber +1 am N-Terminus), was sich auch in der extremen Gesamtladung 
(+9) bzw. einem entsprechend hohen Isoelektrischen Punkt (pI 10,7) äußert  
(siehe auch [Abb.4-03]). 
 
4.3.1.7 Zusammenfassung: Konservierte Regionen 
 
Übereinstimmung der RNA-Pol-Untereinheiten aus P.furiosus mit dem Konsensus  [8.1.3]  
B (rpoB) 588 von 1117 52,6% 
A’ (rpoA1) 513 von 910 56,4% 
A’’ (rpoA2) 174 von 397 43,8% 
D (rpoD) 62 von 261 23,8% 
E’ (rpoE1) 65 von 189 34,4% 
E’’ (rpoE2) 24 von 60 40,0% 
F (rpoF) 31 von 120 25,8% 
H (rpoH) 31 von 82 37,8% 
K (rpoK) 31 von 57 54,4% 
L (rpoL) 18 von 95 18,9% 
N (rpoN) 32 von 70 45,7% 
 P (rpoP) 16 von 49 32,7% 
Abb.4-16: Übereinstimmung der RNA-Pol-Untereinheiten aus P.furiosus mit dem Konsensus 
Die „großen“ archaeellen Alignments bestätigen die Ergebnisse der Pyrococcus-internen 
Alignments:  A’ mit dem katalytischen Zentrum ist am stärksten konserviert, während sich D, F und 
L  am weitesten vom archaeellen Konsensus entfernt haben  (die Differenz zwischen A’ und L 
beträgt immerhin 37,5%). 
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4.4 Zinkfinger-Motiv und katalytisches Zentrum in der A’-Untereinheit 
Das Motiv „NADFDGD“ des katalytischen Zentrums der A’-Untereinheit der RNA-Polymerase ist 
ohne Ausnahme komplett in allen untersuchten Protein-Genen enthalten – selbst bei S.cerevisiae 
und E.coli (Dieci et al., 1995; Sonntag & Darai, 1995; Zaychikov et al., 1996) . Aber auch die 
direkt flankierenden Aminosäure-Positionen sind hoch konserviert: Mit Ausnahme von E.coli und 
M.kandleri findet sich das erweiterte Motiv „PYNADFDGDEMN“ bei allen anderen hier 
untersuchten Organismen. Zusammen mit der Position der Zinkfinger-Motive (bzw. der Positionen 
von Cystein- bzw. Histidin-Resten) zeigt das folgende „grafische Alignment“ auch in der globalen 
Proteinstruktur konservierte Muster („NADFDGD-Motiv“ rot markiert): 
 
Abb.4-17: Vergleichende grafische Darstellung von rpoA1 ( Rpb1, ß' ) 
"Grafisches Alignment" der am stärksten konservierten RNAP-Untereinheit A'. Rote Markierung: Katalytisches Zentrum. 
Blaue Striche: Cystein-Reste, graue  Striche: Histidin-Reste. Da sowohl Cystein als auch Histidin selten vorkommende 
Aminosäuren sind, deren Position aber meist besonders konserviert ist, ergibt sich ein selbst über die Domänengrenzen 
hinweg erstaunlich regelmäßiges Muster an Positionen und Abständen, was ein starkes Indiz für die besondere 
funktionale Bedeutung dieser Positionen und der Untereinheit A' an sich ist. 
 
An den Anfang wurde der auf P.furiosus bezogene Konsenus aus dem Alignment [8.1.3.2] gestellt, 
um die Verteilung besonders konservierten Regionen mit einzubeziehen. Das Intein an 
hochsensibler Position direkt vor dem "katalytischen Zentrum" bei M.jannaschii wurde mit einem 
schwarzen Dreieck markiert. Die Grafiken der einzelnen Sequenzen wurden so justiert, dass die 
beiden Cystein-Reste des ersten Zinkfinger-Motives untereinander stehen. Wie man erkennen kann, 
liegt das hypothetische Intein bei Halobacterium zwischen diesem Motiv und dem katalytischen 
Zentrum. Auch wenn es nicht den Anschein hat: Die E.coli-Sequenz ist korrekt unter den 
homologen Cystein-Positionen angeordnet – nicht völlig unerwartet zeigen sich bei diesem 
Vertreter der Bacteria auch sonst die größten Abweichungen vom (archaeell dominierten) 
Konsensus. 
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Abb.4-18: Proteinstammbäume für rpoA1 (Rpb1 /  ß') und rpoL (Rpb11 / α). 
Ape = Aeropyrum pernix, Tac = Thermoplasma acidophilum, Tvo = Thermoplasma volcanium, Mka = Methanopyrus kandleri AV19, 
Mja = Methanocaldococcus jannaschii, Mth = Methanothermobacter thermautotrophicus, Mac = Methanosarcina acetivorans C2A, Mma 
= Methanosarcina mazei Goe1, Pfu = Pyrococcus furiosus DSM 3638, Pab = Pyrococcus abyssi, Pho = Pyrococcus horikoshii, Afu = 
Archaeoglobus fulgidus, Hsp = Halobacterium sp. NRC-1, Sac = Sulfolobus acidocaldarius, Sso = Sulfolobus solfataricus, Sto = 
Sulfolobus tokodaii, Pae = Pyrobaculum aerophilum, Neq =  Nanoarchaeum equitans Kin4-M., Eco = Escherichia coli,  Positionen 1-834 
der ß’-Untereinheit der RNA-Polymerase (von insgesamt 1407aa), Alpha 102-218 = Positionen der α-Untereinheit, Sce = 
Saccharomyces cerevisiae, Positionen 7-885 von Rpb1 der Pol II (von insgesamt 1733aa), Aae = Aquifex aeolicus, homologe 
Abschnitte der α− bzw. ß’-Untereinheit, Tma = Thermotoga maritima, α− bzw. ß’-Untereinheit, wobei Tma gegenüber Aae über 3 
zusätzliche Inserts verfügt, die entfernt wurden. Die phylogenetische Distanz wird durch die Länge der Äste veranschaulicht, wobei die 
Angabe „0,1“ des Maßstabes für „0,1 Austausch pro Aminosäure-Position“ steht. Multiple Aligment: Clustal X 1.83; grafische Darstellung 
des Stammbaumes: TreeView 1.6.6 (siehe [8.3]). 
 
Aquifex und Thermotoga wurden dieser Darstellung hinzugefügt, um neben E.coli zusätzlich die 
hyperthermophilen Bacteria mit ins Spiel zu bringen. Für die Erstellung von Protein-Stammbäumen 
wurde die am stärksten konservierte RNA-Pol-Untereinheit A’ gewählt, der als Kontrast ein 
Stammbaum der geringst-konservierten Untereinheit L entgegengestellt wird. 
Entgegen meinen Erwartungen ist aber in diesen beiden Stammbäumen keine auffällige Nähe zum 
potentiell „heißen“ Ursprung und bestimmten hyperthermophilen Archaea erkennbar. Wie aus der 
Literatur bekannt, eignen sich stark konservierte Gene wie rpoA1 besser für eine Auflösung 
phylogenetischer Relationen über große Distanzen hin, während geringer konservierte Gene eine 
bessere Differenzierung z.B. innerhalb einer Gattung ermöglichen. 
Recht plausibel ist bei dem rpoA1-Stammbaum die Nähe von N.equitans (Nanoarchaeota) zum 
bekanntermaßen sehr tief im Stammbaum abzweigenden (und möglicherweise besonders 
„ursprünglichen“) M.kandleri. Passend ist auch, dass in diesem Umfeld die Linie entspringt, die zu 
Eukarya und Bacteria führt. Bei dem Vergleichsstammbaum mit Untereinheit L ist dieser 
Zusammenhang nicht mehr so gut erkennbar. Dafür scheinen die Abstände zwischen nah 
verwandten Arten besser aufgelöst. Beim Vergleich dieser beiden Stammbäume muß bedacht 
werden, dass rpoA1 viel größer als rpoL ist und aufgrund der Vielzahl an überprüften 
Aminosäurepositionen zwangsläufig ein statistisch ausgewogeneres und weniger von „Zufällen“ 
abhängiges Ergebnis liefert.  
Interessant ist die Konstellation der drei Pyrococcus-Arten untereinander: Vor dem Hintergrund der 
Daten aus den Dreier-Alignments (siehe [8.1.2]) scheint die Abweichung von P.abyssi und 
P.horikoshii einerseits und P.furiosus andererseits bei Untereinheit A’ etwas extrem zu sein, 
während sie bei Untereinheit L (etwas zu) gering erscheint. Wahrscheinlich würde ein Stammbaum 
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mit einem RNA-Pol-Gen, das in seiner Mutationsrate zwischen A’ und L liegt den realen 
phylogenetischen Relationen am nächsten kommen. 
Als Fazit bestätigt sich, dass Protein-Stammbäume neben den 16S-rRNA-Stammbäumen durchaus 
ähnliche (und ergänzende) Ergebnisse bezüglich mutmaßlicher Phylogenie liefern können. Ideal 
wäre es wahrscheinlich, von allen homologen Proteinen von Organismen Stammbäume zu erstellen, 
wodurch eine Schieflage z.B. durch horizontalen Gentransfer weniger verhängnisvoll wäre. Bei den 
momentanen raschen Fortschritten auf dem Gebiet der Bioinformatik wäre dies durchaus denkbar. 
4.5 E’ / E’’: Überlappende Gene im Rahmen translationaler Kopplung von Genen 
 
Die Untereinheit E' (rpoE1) ist eines der mittelgroßen RNAP-Proteine, deren Vorkommen in der 
nativen RNAP schon lange bekannt ist. Von Sulfolobus acidocaldarius ist bekannt, dass die hier  
vorkommende E-Untereinheit größer als bei anderen Archaea ist (Lanzendörfer et al., 1994) und 
über einen zusätzlichen C-terminalen Anteil mit einem charakteristischen  Zinkfinger-Motiv 
verfügt. Zumindest in allen anderen momentan zugänglichen, komplett sequenzierten archaeellen 
Genomen ist dieser Anteil in einem separaten Gen enthalten, das meist rpoE2 genannt wird. Im 
Gegensatz zur E'-Untereinheit ist über die Funktion von E'' nicht viel bekannt. Da das Gen in der 
Regel direkt hinter rpoE1 liegt und mit diesem (unter Verschiebung des Leserasters überlappt), 
wurde es lange Zeit nicht als eigenständiges Gen annotiert (In dieser Arbeit wurde zu einem frühen 
Zeitpunkt die gemeinsame Klonierung und Testexpression des sowohl rpoE1, als auch rpoE2 
umfassenden DNA-Abschnittes vorgenommen um zu klären, ob es sich um einen Sequenzierfehler 
handelt. Das resultierende Protein zeigte jedoch dasselbe Molekulargewicht wie rpoE1 allein). 
Mittlerweile findet sich in fast allen hier ausgewerteten Genomdateien (im Genbank-Format) ein 
entsprechender Verweis auf rpoE2. 
Das Alignment mit den übrigen Archaea und S.cerevisiae unter [8.1.3.6] zeigt den, zumindest für 
das mutmaßliche Zinkfingermotiv erstaunlich hohen Grad an Konserviertheit, was die Betrachtung 
von rpoE2 als einen durch Rastermutation abgetrennten, inaktivierten Teil von rpoE extrem 
unwahrscheinlich erscheinen läßt. Bleibt also die zum Beispiel auch bei Bacteria bekannte 
"gekoppelte Translation", die in vielen Fällen auf Genomebene schwierig zu erkennen ist, vor allem 
wenn die Gene überlappen und keine der üblichen, stromaufwärts vom Translationsstart gelegene 
Motive wie die Ribosomen-Bindestelle (rbs) vorhanden sind. Der Mechanismus ist grundsätzlich 
der, dass die Ribosomen nach dem Erreichen des Stop-Codons des vorangehenden Genes nicht 
sofort dissoziieren, sondern in der Lage sind, die folgende intercistronische Region (über deren 
maximale Länge die Angaben etwas auseinander gehen) zu überbrücken und beim Erreichen eines 
Start-Codons mit der Translation des nachfolgenden Genes zu beginnen, ohne dass eine zusätzliche 
rbs benötigt wird. Als Sonderfall gibt die "negative intercistronische Region", bei der die 
aufeinander folgenden Gene partiell überlappen. Auch hier erfolgt der Translationsstart vom 
nächsten verfügbaren, stromaufwärts gelegenen Start-Codon.  
Da ich mit meinem Programm "GenbankAnalyse" (siehe [8.4]) Zugriff auf alle Gene in den im 
Genbank-Format (*.gbk) vorliegenden mikrobiellen Genomen hatte, lag es nahe zu überprüfen, ob 
die gekoppelte Translation auch bei Pyrococcus weit verbreitet ist (was die Hypothese bezüglich 
einem aktiven, in vivo exprimierten rpoE2-Gen wahrscheinlicher erscheinen lassen würde) oder 
eher die Ausnahme ist. 
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Abb.4-19: Länge der intergenen (intercistronischen) Regionen im Genom von P.furiosus  
Die auf der X-Achse aufgetragenen Zahlen stehen für Nukleotidpositionen auf DNA-Ebene. 0 bedeutet, dass die Gene 
direkt ohne Verschiebung des Leserasters aneinander anschließen (also Stop- und Start-Codon direkt hintereinander 
liegen). Datenbasis sind die (natürlich teilweise hyothetischen) 2065 in der Genom-Datei von Pyrococcus furiosus 
annotierten Proteingene (siehe [8.5]). Positionen einschließlich Start- und Stop-Codon. Die grüne Linie zeigt die 
Häufigkeit, mit der die beiden hintereinander liegenden Gene die selbe Orientieren zeigen, die rote Line die Gene mit 
entgegengesetzter Orientierung (siehe auch die entsprechenden Angaben unter [4.2.3]). 
 
In dem gezeigten Diagramm sieht man auf den ersten Blick ein Häufigkeitsmaxium für Intergene 
Regionen der Länge "-4". Hierbei ist zu beachten, dass den errechneten Daten die beiden Werte für 
Beginn und Ende des jeweiligen Genes in der Genomdatei zugrunde liegen, die auch das Stop-
Codon umfassen. Dies entspricht dem in der Literatur meist genannten Wert "-1", bei dem das Stop-
Codon nicht mitgezählt wird. Für rpoE1 und rpoE2 ergibt sich folgende Konstellation: 
                    E’...ggtaagaagtga  
                                 gtgagtgaaaaa...E’’  
tga = Stop-Codon, gtg = alternatives Start-Codon bei Bacteria und Archaea. Wie man sieht, 
entspricht die Anordnung der beiden Gene genau dieser häufigsten Anordnung mit festem Abstand. 
Die “-4-Position” (-1) stellt sowohl bei Archaea (überprüft wurde dies auch bei den übrigen 
Pyrococcus-Arten, Halobacterium und Sulfolobus) als auch bei Bacteria (Escherichia und die 
extrem thermophile Art Thermotoga maritima) ein Häufigkeitsmaximum dar. Bei Eukarya gibt es 
ein solches Muster natürlich nicht, weil die Genomstruktur grundsätzlich anders ist, und eine 
Organisation von Genen in Operons sowie polycistronische Transkripte nicht vorkommen. Bei 
P.furiosus zeigen immerhin  228 von 2065 Protein-Genen die "-4"-Konstellation, davon 177 unter 
Beibehaltung der Lese- bzw. Translationsrichtung und 54 verbunden mit einem Richtungswechsel 
(die 112 Nicht-Protein-Gene sind unbeteiligt). Hierbei muß bedacht werden, dass für die gekoppelte 
Translation nur die in der selben Richtung angeordnete Gene in Frage kommen. Bei 
entgegengesetzter Richtung erfolgt die Expression der Gene natürlich über zwei separate mRNAs, 
was eine Kopplung ausschließt. Trotzdem bestätigt die Häufung entsprechender Konstellationen in 
archaeellen und bakteriellen Genomen die Tatsache, dass hier die Gene im Gegensatz zu Eukarya 
viel enger gestaffelt und platzsparend angeordnet sind. 
Einige der Minus-Positionen bei überlappenden Genen sind übrigens schon aus rein logischen 
Gründen ausgeschlossen (jedenfalls bei Protein-Genen): So kann z.B. ein Stop-Codon nicht 
gleichzeitig als Start-Codon fungieren, weshalb in allen gezeigten Diagrammen die –3-Position ein 
Minimum darstellt. Weitere erkennbare Regelmäßigkeiten im Minus-Bereich hängen neben den 
"kombinatorischen" Beschränkungen der Zahl möglicher Codons vielleicht auch damit zusammen, 
dass nicht alle Positionen gleichermaßen gut für eine Reinitiation der Translation am Ribosom 
geeignet sind. 
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4.6 Zusammenfassende grafische Darstellung von homologen Genabschnitten 
Eine detaillierte Übersicht über die bei Archaea und Eukarya homologen bzw. konservierten 
Bereiche ist deshalb so wichtig, weil die 3D-Struktur von S.cerevisiae (inklusive genauer 
Interpretation, s.u.) neben den Daten der erfolgreichen Rekonstitution der M.jannaschii-RNA-Pol 
aus rekombinanten Untereinheiten (Werner & Weinzierl, 2002) die wichtigste Referenz für die 
Untersuchungen der archaeellen RNA-Polymerase darstellt (bisher ist eine entsprechende 3D-
Struktur abgesehen vom rpoE'-F-Komplex (Todone et al., 2001) für Archaea nicht verfügbar). Auch 
wenn es vermutlich charakteristische Abweichungen in Aufbau und Funktion des archaeellen RNA-
Pol-Komplexes gegenüber Eukarya gibt, wird die Grundstruktur und der resultierende katalytische 
Mechanismus in vielen Details den nicht nur für Eukarya (mit Pol I – III) und Bacteria, sondern 
auch für monomere DNA-abhängige RNA-Polymerasen wie die T7-RNA-Polymerase gültigen 
Leitprinzipien folgen (Sonntag & Darai, 1995).  
Im folgenden besonders betonte Details sind einerseits das teilweise oder komplette Fehlen von bei 
S.cerevisiae gefundenen Funktionsgruppen bei Archaea, und andererseits die Korrelation dieser 
Sequenzabschnitte mit dem in dieser Arbeit durch umfangreiche Alignments gewonnenen 
archaeellen Konsensus, was direkt in Form von 3D-Modellen dargestellt wird. Bei Regionen, für die 
sich keine (oder kaum) Sequenzähnlichkeit zwischen Archaea und Eukarya findet, kann diskutiert 
werden, ob es sich für die Funktion der RNA-Polymerase nicht so entscheidende (und deshalb 
"beliebig" abwandelbare) Bereiche handelt, oder ob es sich gerade um die Stellen handelt, an denen 
die archaeelle RNA-Polymerase (z.B. als Anpassung an extreme Lebensräume) eine modifizierte 
Form und ein abweichenden Wirkmechanismus besitzt. Es kann auch die Möglichkeit der 
Betrachtung der archeellen RNA-Polymerase als eine "herunterskalierte" Form der eukaryotischen 
Pol II bedacht werden (Eloranta et al., 1998). 
 






        ca. Pos. 7 - 885 Aminosäuren Homologie zur A’-Untereinheit bei Archaea  ca. Pos.1000-1450: Homologie zur A’’-Untereinheit        tandem repeats 
 
 
Abb.4-20: Gegenüber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb1 aus S.cerevisiae 
(1733 Aminosäuren Gesamtlänge von Rpb1; obere Zeile Übereinstimmung mit archaeellem Konsensus; mittlere Zeile: 
Serin, Threonin und Tyrosin markiert, um die Regulation der Aktivität der eukaryotischen RNA-Pol wichtige 
Phosphorylierungsregion (CTD) hervorzuheben). Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und 
(vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al., 2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation: 1: 
„Clamp core“, 2: „Clamp head“, 3: „Clamp core“, 4: „Active site", 5: "Dock", 6: "Active site (Metal A)", 7: "Pore 1", 8:  
"Funnel", 9: "Cleft", 10: "Foot", 11: "Cleft", 12: "Jaw", 13: "Cleft", 14: "Clamp core", 15: "Linker", 16. "CTD". Grau 
hinterlegt: Abschnitte mit besonders hoher Übereinstimmung zu Archaea. Die beiden blauen Rahmen zeigt die 
Dimensionen von rpoA1 und rpoA2 bei Archaea. Roter Rahmen: CTD mit "tandem repeats". a) Vollständiger RNA-Pol-
Komplex zur Orientierung; Anordnung entsprechend "Vorderansicht" (Cramer et al., 2000; Armache et al., 2003). b) 
Regionen mit besonders großen Sequenzhomologien zu Archaea entsprechend Alignments (siehe [8.1.3.2] und 
[8.1.3.3]): gelb = ähnlich, blau = abweichend. c) Zuordnung besonders ähnlicher Bereiche zur 3D-Struktur, d) Zuordnung 
von Bereichen mit mittlerer Ähnlichkeit, e) Bereiche, die bei Archaea komplett fehlen bzw. sehr stark abweichen. 
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Eine Besonderheit am C-Terminus von Rpb1 aus S. cerevisiae ist eine ca. 170 Aminosäure-
Positionen lange Phosphorylierungsregion, innerhalb derer ca. 25 mal eine 7 Aminosäuren lange, 
repetitive Sequenz („YSPTSPS“) mit leichten Variationen wiederholt wird.  Diese auch „C-terminal 
repeat domain“ (CTD) genannte Region (Landick, 2001; Armache et al., 2003) ermöglicht 
offensichtlich über vielfache Phosphorylierung der Hydroxylgruppen der Serin- (Tryptophan- und 
Tyrosin-) Reste eine Regulation der Aktivität der eukaryotischen RNA-Pol II (Cramer et al., 2001).  
Diese auffällige Phosphorylierungsregion ist keine Besonderheit von S.cerevisiae allein, sondern 
stellt offensichtlich ein essentielles Merkmal der größten Untereinheit der Pol II das. Beispielsweise 
findet sie sich auch bei Homo sapiens (Accession NP_000928). Wie aus der Grafik zu erkennen ist, 
scheint dieser Mechanismus zur Regulation der Enzymaktivität bei Archaea nicht etabliert zu sein – 
es findet sich keinerlei Hinweis auf ähnliche „tandem repeats“. 
Offensichtlich fehlt nicht nur diese CTD, sondern auch ein Großteil des direkt vor dieser Region 
liegenden "Linkers", der ohne seine vermittelnde Rolle in bezug auf die CTD wahrscheinlich 
nutzlos wäre. Bei Eukarya dient die phosphorylierte CTD abgesehen von der erwähnten 
regulatorischen Funktion auch als Andockstelle für Enzyme, die für posttranskriptionale 
Modifikationen verantwortlich sind, d.h. „Capping“, „Splicing“ und Polyadenylierung. Dies ist 
deshalb sinnvoll, weil die räumliche Nähe dieser Enzyme zum RNAP-Komplex eine möglichst 
schnelle und effektive Ausführung der Modifikationen der Prä-mRNA ermöglicht. Somit 
korrespondiert das Fehlen der CTD bei Archaea auch mit der einfacheren Struktur der mRNA. 
Der Aufbau des archaeellen Homologs zu Rpb1 aus zwei Untereinheiten (rpoA1und rpoA2) bei 
allen hier untersuchten Archaea, unterstützt die Vorstellung, dass in vielen Fällen die Aufteilung 
eines großen Proteins in mehrere Teile, weder einem korrekten, spontanen "Assembly", noch einer 
unverminderten katalytischen Aktivität im Wege stehen muß – sofern nur nicht innerhalb der 
"Struktur-Module" geteilt wird (Severinov et al., 1996).  
Vor diesem Hintergrund muß auch die Aufteilung der B-Untereinheit bei vielen Archaea (u.a. den 
"Methanogenen") betrachtet werden (siehe [Abb.4-05]). Gleiches gilt für E' und E'', wobei bei 
letzterer Untereinheit noch nicht nachgewiesen wurde, dass sie tatsächlich im archaeellen RNA-Pol-
Komplex enthalten ist. Rpb7 aus S.cerevisiae ist jedenfalls nur zur archaeellen E'-Untereinheit 
homolog.  
Interessant ist, dass sich bei der ansonsten hochkonservierten Untereinheit Rpb1 die "Lücken" in der 
Ähnlichkeit zum archaeellen Konsensus tatsächlich recht gut den Grenzen der postulierten 
Struktureinheiten zuordnen lassen: "Clamp head" (2), "Foot" (10) und "Jaw" (12) sind neben der 
schon erwähnten CTD-Region samt Linker auffallend gering konserviert. Innerhalb von "Clamp 
head" existiert ein Insert von ca. 33 Aminosäuren ohne Entsprechung bei Archaea. Ein noch 
längeres Insert findet sich an der selben Stelle bei Halobacterium  (Ng et al., 2000). Der Abschitt 
"Foot" entfällt bei Archaea komplett. Auch innerhalb "Jaw" finden sich ca. 33 bei S.cerevisiae 
inserierte (bzw. bei Archaea deletierte) Aminosäure-Positionen. 
"Active site (Metal A)" (6) mit dem katalytischen Zentrum gehört dagegen den Erwartungen 
entsprechend zu den höchstkonservierten Strukturelementen. 
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Abb.4-21: Gegenüber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb2 aus S.cerevisiae 
Durchgezogene schwarze Striche: Identität mit archaeellem Konsensus. Halbe Striche: Ähnlichkeit gegenüber Archaea. 
Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und (vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al., 
2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation: 1: „External 1“, 2: "Protrusion", 3: „Lobe“, 4: „Protrusion“, 5: 
„Fork", 6 "External 2", 7 "External 1", 8 "Hybrid binding", 9  "Wall", 10"Hybrid binding", 11 "Anchor", 12 "Clamp". Der 
blaue Rahmen zeigt die Dimensionen von rpoB bei Archaea. a) Gesamtübersicht der RNAP zur Orientierung (Rpb2 ist 
hier blau eingefärbt); b)  separate Darstellung von Rpb2 (gelb=Ähnlichkeit gegenüber Archaea / blau=geringe 
Ähnlichkeit); c) besonders konservierte Regionen; d) Regionen, in denen die Ähnlichkeit  geringer ist. 
 
Die zweitgrößte Untereinheit Rpb2 aus S.cerevisiae ist ungefähr gleich lang wie die B-Untereinheit 
bei Archaea, und fügt sich fast über die ganze Länge recht gut in das archaeelle Alignment. Am N-
Terminus fehlt ein Großteil von "External 1". Auffällig ist eine separater Abschnitt des Proteines, 
der mit "Anchor" und "Clamp" hinüber bis auf die andere Seite der großen Spalte reicht, die 
hauptsächlich durch Rpb1 gebildet wird. Das Zinkfingermotiv am C-Terminus (innerhalb von 




Rpb3 + Rpb11 (rpoD + rpoL): 
 





Abb.4-22: Gegenüber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb3 und Rpb11 aus S.cerevisiae 
Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und (vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al., 
2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation in I (Rpb3): 1: „Dimerization“, 2: „Domain 2“, 3: „Zinc loop“, 4: 
„Domain 2", 5: "Dimerization", 6: "Loop", 7: "Dimerization", 8: "Tail". II (Rpb11): 1: "Tail", 2: "Dimerization", 3: "Tail" 
Die restlichen Symbole wie in der vorhergehenden Abbildung. Der Pfeil in a) weist auf einen sichtbaren Abschitt von 
Rpb3 (der Rpb3/11/10/12-Komplex wird ansonsten weitgehend durch andere Untereinheiten verdeckt). 
a) Gesamtübersicht der RNAP zur Orientierung; b) Darstellung des Rpb3/11/10/12-Komplexes (rpoD/L/N/P) zur 
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Orientierung; c) Rpb3 (gelb=Ähnlichkeit gegenüber Archaea / blau=geringe Ähnlichkeit); d)/e) Einfärbung des Rpb3-
Moleküls entsprechend den genannten Struktur-/Funktionseinheiten; f) Rpb11 (gelb=Ähnlichkeit gegenüber Archaea / 
blau=geringe Ähnlichkeit); g) Rpb11, siehe d)/e). 
 
rpoD, das archaeelle Homolog zu Rpb3 zeigt insgesamt geringe Ähnlichkeit innerhalb Archaea. Der 
gegenüber Archaea ca. 49 Aminosäuren längere C-Terminus von Rpb3 betrifft das Element "Tail". 
In "Domain 2" (4) finden sich 9 zusätzliche Positionen bei S.cerevisiae. Bei "Loop" (6) fehlen ca. 
21 Positionen gegenüber Archaea, wobei sich auch der Rest diese Abschnittes nicht gut in das 
Alignment fügt (siehe [8.1.3.4]). 
Rpb11 aus S.cerevisiae ist im Bereich von ca. 14 – 120 homolog zum archaeellen rpoL. 
Bemerkenswert ist, dass rpoD und rpoL, die beiden zu Rpb3 und Rpb11 homologen Proteine bei 
Pyrococcus die am stärksten vom Konsensus abweichenden RNAP-Untereinheiten darstellen. 
Gerade Rpb3 / rpoD nimmt aber im Rpb3/11/10/12 (rpoD/L/N/P)-Komplex eine zentrale Position 
ein, was mit einer allgemein hohen Mutatationsrate eigentlich nicht vereinbar scheint. Vielleicht ist 
dies ein Bereich, wo sich artspezifische Anpassungen besonders auswirken?   
 
 
Rpb7 + Rpb4 (rpoE1 + rpoF) 
 
    I:  Sce_Rpb7                    II:   Sce_Rpb4 
 
 
Abb.4-23: Gegenüber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb7 und Rpb4 aus S.cerevisiae 
Die Abbildungen dieses Abschnitts ([4.6]) haben einen starken Bezug zu der Publikation, in der auf der Basis einer 3D-
Struktur der RNAP aus S.cerevisiae mit 10-Untereinheiten (noch ohne Rpb7 und Rpb4) eine Gliederung in Struktur- und 
Funktionseinheiten vorgenommen wird (Cramer et al., 2001).  In der aktuellen Publikation, die sich auf die entsprechende 
3D-Struktur der S.cerevisiae-RNAP mit allen 12 Untereinheiten (also inklusive Rpb7 und Rpb4) bezieht (Armache et al., 
2003) wird diese Gliederung nicht explizit fortgeführt. Für die 3D-Darstellung sei deshalb auf [Abb.4-27] verwiesen. 
Blauer Rahmen: Dimension der zu Rpb7 und Rpb4 homologen RNAP-Untereinheiten bei Archaea. Durchgezogene 
schwarze Striche: Identität, halbe Striche: Ähnlichkeit gegenüber dem archaeellen Konsensus. 
 
Die Homologie von Sce_Rpb7 zur archaeellen Untereinheit E’ scheint nicht übermäßig groß zu 
sein. Der ungefähr in der Mitte der Aminosäuresequenz erkennbare Bereich höherer Ähnlichkeit 
bezieht sich auf den Interfacebereich zwischen Rpb7 und Rpb4. Der Abschnitt, der den Kontakt 
zum Rest der Polymerase herstellt ist nicht so stark konserviert wie vermutet. Hiervon abgesehen 
hat Sce_Rpb7 ziemlich genau die Größe seiner archaeelle Entsprechung rpoE1. 
Bei Rpb4 aus Pol II findet man spärliche Identität mit dem archaellen Konsensus und am N-
Terminus 100 zusätzliche Aminosäuren ohne Entsprechung bei Archaea. 
 
E’’ (rpoE2) – bisher kein Homolog bei Eukarya identifiziert 
 
Rpb7 besitzt nur Homologie zu E'; stellt rpoE2 also eine Besonderheit bei Archaea dar? Auf jeden 
Fall ist das Gen mit seinem Zinkfinger-Motiv genügend konserviert, um eine spezifische Funktion 
im Rahmen von Protein-Protein- oder Protein-DNA-Wechselwirkungen anzunehmen. Sulfolobus 
acidocaldarius stellt mit seiner einheitlichen (sowohl den E'- als auch E''-Anteil enthaltenden) E-
Untereinheit eine Besonderheit gegenüber allen übrigen hier untersuchten Archaea dar 
(Lanzendörfer et al., 1994).  
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Rpb5, Rpb6 (rpoH, rpoK): 
 






Abb.4-24: Gegenüber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb5 und Rpb6 aus S.cerevisiae 
Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und (vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al., 
2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation: I (Rpb5): 1: „Jaw“, 2: „Assembly“.  II (Rpb6): 1: „Tail“ (nicht 
im 3D-Modell enthalten), 2: „Assembly“. Die restlichen Symbole wie in der vorhergehenden Abbildung.  
a) Gesamtübersicht der RNAP zur Orientierung; b) Gemeinsame Darstellung von Rpb5 und Rpb6 (welches beim 
gewählten Blickwinkel durch Rpb5 verdeckt wird) zur Orientierung (siehe auch [Abb.4-49]); c) Rpb6 (gelb=Ähnlichkeit 
gegenüber Archaea / blau=geringe Ähnlichkeit); d) Einfärbung des Rpb6-Moleküls entsprechend den genannten 
Struktur-/Funktionseinheiten; e) Rpb5 (gelb=Ähnlichkeit gegenüber Archaea / blau=geringe Ähnlichkeit); f) Rpb5, 
entsprechend d). 
 
Zu rpoH homologe Region 143-215 in Rpb5 aus S.cerevisiae. Mit dem Konsensus 
übereinstimmende Positionen wurden schwarz markiert (und blau eingerahmt). Man beachte, dass 
die "Jaw" ("Kiefer") genannte Region bei Archaea komplett fehlt. 
Auch Rpb6 ist ein Beispiel für eine eukaryotische RNAP-Untereinheit, bei der das archaeelle 
Homolog (rpoK) deutlich kleiner ist. Es finden sich zusätzliche 83 Aminosäuren am N-Terminus, 
die kein Gegenstück bei Archaea haben. Ein ziemlich eng umgrenzter Bereich mit einer α-Helix im 
Abschnitt "Assembly" scheint auch bei Archaea von entscheidender Bedeutung (und deshalb 
hochkonserviert) zu sein. 
 
Rpb10 + Rpb12 (rpoN + Rpb12): 
 





Abb.4-25: Gegenüber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb10 und Rpb12 aus S.cerevisiae 
Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und (vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al., 
2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation: I (Rpb10): 1: „Zink Bundle“, 2: „Tail“, II (Rpb12): 1: „Zink 
Ribbon“, 2: „Tail“. Die restlichen Symbole wie in der vorhergehenden Abbildung. ). 
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a) Gesamtübersicht der RNAP zur Orientierung; b) Darstellung des Rpb3/11/10/12-Komplexes (rpoD/L/N/P) zur 
Orientierung; c) Rpb10 (gelb=Ähnlichkeit gegenüber Archaea / blau=geringe Ähnlichkeit); d) Einfärbung des Rpb10-
Moleküls entsprechend den genannten Struktur-/Funktionseinheiten; e) Rpb12 (gelb=Ähnlichkeit gegenüber Archaea / 
blau=geringe Ähnlichkeit); f) Rpb12 entsprechend d). 
 
Rpb10 hat die gleiche Größe wie die N-Untereinheit der RNA-Polymerase bei Archaea und besitzt 
offensichtlich konservierte Bereiche hauptsächlich an der zum Inneren der RNAP gerichteten Seite. 
Rpb12 zeigt im Bereich von 26 – 70 homologe Bereiche gegenüber rpoP. Auch einige Archaea 
haben einen relativ zum Konsensus verlängerten N-Terminus. Interessant ist der auffällig basische 
"Schwanz" von rpoP (siehe [Abb.4-15], dem Homolog zu Rpb12 in Pyrococcus. 
 
Rpb8 und Rpb9 besitzen nach gegenwärtigem Stand der Forschung keine homologen 
Entsprechungen bei Archaea. Rpb8 sitzt an der „Unterseite“ des RNAP-Komplexes und ist an der 
Bildung der „Pore“ bzw. des Trichters beteiligt, durch den die Nucleotide (NTPs) zum katalytischen 
Zentrum gelangen (siehe Schema [Abb.2-03]). Als ein Homolog zu Rpb9 wurde zunächst ein 
archaeelles Protein betrachtet, dem man den Namen „rpoM“ gab (z.B. bei Thermococcus celer: 
swissprot: RPOM_THECE), in der Annahme, dass es sich ebenfalls um eine RNAP-Untereinheit 
handelt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es sich hierbei um einen zum eukaryotischen TFIIS 
homologen Elongationsfaktor der archaeellen Transkription handelt (Hausner et al., 2000), der als 
TFS bezeichnet wird. Dass Rpb9 bei Archaea komplett fehlt ist insofern bemerkenswert, als es bei 
Eukarya eine wichtige Funktion bei der Auswahl des richtigen Transkriptionsstartpunktes spielt und 
offensichtlich an der Vermittlung der (RNA-) Schneideaktivität von TFIIS bei der Elongation der 
Transkription wesentlich beteiligt ist (Hull et al., 1995; Hemming et al., 2000; Cramer et al., 2001). 
4.6.1 3D-Struktur der RNA-Pol II mit gegenüber Archaea konservierten Regionen 
 
Als wichtigste Referenz für die Konstruktion eines Modells der archaeellen RNA-Polymerase dient 
momentan die 3D-Struktur der 12 Untereinheiten umfassenden RNA-Pol II aus S.cerevisiae 
(Armache et al., 2003). Für die Domaine der Archaea ist bisher keine entsprechende komplette 3D-
Struktur verfügbar – nur die Kristallstruktur einiger Untereinheiten und kleine Komplexen (E’-F-
Komplex bei M.jannaschii (Todone et al., 2001)) sind bis jetzt als Datenbank-Einträge verfügbar 
(siehe [8.2]). Sehr wichtig ist die genaue Kenntnis dieser Strukturen für eine Plausibilitätskontrolle 
vor allem der Far Western Blotting-Experimente, wo in manchen Fällen die Entscheidung schwer 
fällt, welche Signal-Stärke noch als ein Hinweis auf Kontakt zweier RNA-Pol-Untereinheiten 
interpretiert werden darf, und wo der „Background“ beginnt – mit schwachen Signalen, die bei der 
Analyse ignoriert werden können (und müssen!). Falls starke Signale dem eukaryotischen 3D-
Modell widersprechen, kann dies als mögliche Besonderheit von Archaea (bzw. P.furiosus) 
diskutiert werden. 
Besondere Bedeutung gewinnt diese 3D-Referenz dadurch, dass es in dem benutzen Programm 
Cn3D 4.1 möglich ist, über eine mächtige Suchfunktion viele Sequenz-Muster gleichzeitig 
hervorzuheben. So konnten in jeder der 12 Untereinheiten die mit dem archaeellen Konsenus 
identischen und ähnlichen Regionen (siehe Alignments [8.1.3]) in der 3D-Ansicht farblich 
hervorgehoben werden. 
Die Umrechnung des auf S.cerevisiae bezogenen Konsensus in das benötigte Prosite-Suchmuster 
erfolgte mit dem Programm „GenbankAnalyse“ (siehe [8.4]). Beispiel: Der Anfang der Konsensus-
Sequenz für Rpb1: 
R-x(1)-V-x(2)-V-x(1)-FG-x(2)-SP-x(1)-EVR-x(1)-IS-x(7)-ET-x(1)-D-x(8)-GG-x(2)-D…(usw.); 
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(die Formulierung  „-x(7)-“ steht beispielsweise für 7 beliebige Aminosäuren; „-x(1,7)“ erlaubt, 
dass die zwischen zwei Aminosäuren liegende Region 1 bis 7 beliebige Aminosäuren umfassen 
darf; mit der Formulierung „C-x(1,2)-C“ lassen sich bespielsweise schnell Zinkfingermotive vom 
C4-Typ finden – z.B. in Rpb2; mit "[c,h]-x(1,2)[c,h]-x(1,20)-[c,h]-x(1,2)[c,h]" werden z.B. auch 
Motive vom C2H2-Typ etc. erfaßt; die Angaben in eckigen Klammern stehen für "entweder oder"). 
Eine Einschränkung gibt es trotzdem: In den meisten der 12 diskutierten RNA-Pol II-Untereinheiten 
sind einige Sequenz-Abschnitte nicht aufgelöst. Die genaue Position dieser Lücken in der 3D-
Struktur muß mit in eine seriöse Interpretation einbezogen werden, vor allem bei Aussagen wie 
„Untereinheit X kann keinen Kontakt zu Untereinheit Y haben, weil die beiden Proteine in der 3D-
Struktur deutlich sichtbar voneinander getrennt angeordnet sind“. 
 
Zunächst also eine Übersicht über diese Lücken in Kombination mit der Angabe der jeweils zum 
archaeellen Konsensus homologen Sequenz-Abschnitte: 
 
Sce_Rpb1  (rpoA1 und rpoA2 bei Archaea): 
 
 
Sce_Rpb2  (rpoB bei Archaea): 
 
 
Sce_Rpb3  & Sce_Rpb11  (rpoD und rpoL bei Archaea): 
 
 
Sce_Rpb7 & Sce_Rpb4  (rpoE1 und rpoF bei Archaea): 
 
 
Sce_Rpb5, Sce_Rpb6, Sce_Rpb10, Sce_Rpb12  (rpoH, rpoK, rpoN und rpoP bei Archaea): 
 
 
Abb.4-26: Nicht aufgelöste Abschnitte im 3D-Modell der S.cerevisiae-RNA-Polymerase 
Rote Markierung: Bereiche, die in der verwendeten 3D-Struktur (siehe [8.1]) nicht aufgelöst wurden. Schwarze Striche: 
Mit dem Konsensus der archaeellen multiplen Alignments identische Aminosäuren (siehe [8.1.3]); halbhohe Striche: 
Positionen, die entsprechend "ähnlich" sind (siehe [8.1.3.12]). 
 
Wer schon einmal mit der Kristallisierung von Proteinen oder Protein-Komplexen zu tun hatte, 
weiß, wieviel Erfahrung, Know-How und Glück zu einer erfolgreichen Gewinnung eines für die 
Röntgenstrukturanalyse geeigneten Kristalls gehört. Selbst wenn dies gelungen ist, stellt die 
Interpretation der gewonnen Strukturdaten aus einem 12-Untereinheiten-Komplex wie der RNA-
Polymerase eine weitere Herrausforderung dar. Aus verschiedenen Gründen ist das vorliegende 3D-
Modell also nicht ganz komplett, was aber seine Bedeutung als Hauptreferrenz für vergleichende 
Überlegungen zum Thema „RNA-Polymerase“ kaum schmälert. In der oben gezeigten Grafik 
wurden die nicht im 3D-Modell enthaltenen Regionen der jeweiligen RNA-Pol-Untereinheiten rot 
markiert (bei Rpb1 fehlt z.B. die C-terminale – für die eukaryotische Enzymregulation wichtige 
Phosphorylierungsregion (CTD = C-terminal repeat domain), weil dieser besonders bewegliche 
Proteinabschnitt im Kristall keine geordnete Struktur bildet (Landick, 2001; Armache et al., 2003). 
Allerdings fehlt dieser Bereich bei Archaea ohnehin.). Zum auf der Basis von Alignments 
gewonnenen archaeellen Konsensus homologe Sequenzabschnitte sind schwarz markiert, und 
dienen im folgenden zur Illustration des „archaeellen Kerns“der eukaryotischen 3D-Struktur. Diese 
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Formulierung ist nicht als Wertung im phylogenetischen Sinne gemeint – die Diskussion, in 
welcher Relation sich Archaea, Bacteria und Eukarya im Detail (also z.B. speziell in bezug auf die 
Gene des Transkriptionsapparates) zu einander befinden, ist immer wieder Gegenstand aktueller 
Veröffentlichungen. Der Begriff „Homologie“ wird im folgenden meist im Sinne einer (in 
Alignments) offensichtlichen Sequenz-Übereinstimmung verwendet; natürlich ist ein Protein auch 
dann noch als homolog zu betrachten, wenn nur noch ein sehr kleiner Bereich deutliche 
Ähnlichkeiten in der Aminosäure-Sequenz zeigt (entscheidend ist, dass mit einer verfügbaren 
Methode eine Abstammung von einem gemeinsamen Vorläufer nachgewiesen werden kann). 
 
Darstellung der 3D-Struktur der S.cerevisiae RNA-Pol II mit allen 12 Untereinheiten: 
 
Abb.4-27:  3D-Struktur inklusive Visualisierung der gegenüber Archaea ähnlichen Regionen 
3D-Struktur von S.cerevisiae (siehe [8.2]), Blick von "vorn", also bezogen auf die Richtung der Transkription und die (hier 
nicht eingezeichnete DNA) von stromabwärts nach stromaufwärts (alle in dieser Zusammenstellung gezeigten 3D-
Moleküle mit identischem Blickwinkel). a) Einzelne Untereinheiten des in c) (und d) in einer etwas anderen 
Darstellungsweise gezeigten) Gesamtkomplex. Die Farbgebung ist einheitlich, um das Auffinden der einzelnen 
Unterheiten im in der RNAP zu erleichtern. b) Untereinheiten entsprechend a) , jedoch mit gelber Farbe für gegenüber 
Archaea identischen und ähnlichen Regionen, sowie blau für Abschnitte mit geringer Sequenzähnlichkeit. 
Bemerkenswert ist die schon hier vielfach erkennbare lokale Konzentration der Ähnlichkeit auf eng begrenzte Bereiche. 
e) Darstellung der in b) demonstrierten Verteilungsmuster am Gesamtkomplex.  Gut ist zu erkennen, dass sich die 
gegenüber Archaea besonders konservierten Bereiche auf die Innenseiten und den Grund der großen Spalte mit dem 
katalytischen Zentrum und dem Ort vielfältiger DNA-Protein- und RNA-Protein-Kontakte beschränken. 
 
Die Darstellung der hier gezeigten 3D-Strukturen der Untereinheiten und des Gesamtkomplexes der 
eukaryotischen Pol II in Verbindung mit einer Visualisierung der gegenüber Archaea besonders 
konservierten Regionen auf Basis der selbst generierter Alignments stellt eine wichtige Aussage des 
theoretischen Teils dieser Arbeit dar, und wäre in dieser Form ohne die kürzliche Veröffentlichung 
der vorgestellten 3D-Struktur (Armache et al., 2003) nicht möglich gewesen (zumindest war vorher 
im 3D-Modell nicht der wichtige Komplex aus Rpb4 und Rpb7 enthalten (Cramer, 2002), der bei 
Archaea durch rpoE’ und rpoF gebildet wird). Die eigentlichen Grafiken wurden mit dem von 
NCBI kostenlos zur Verfügung gestellten, 3D-Programm „Cn3D 4.1“ hergestellt, wobei die 
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Markierung der „archaeellen Regionen“ wie oben beschrieben über Prosite-Suchmuster erfolgte 
(obwohl das Programm eigentlich ausgefeilte Möglichkeiten für die Behandlung von Alignments 
enthält, ist dies der einfachste Weg; die weitergehenden Programm-Funktionen liefern teilweise 
nicht besonders hilfreiche Fehlermeldungen, so dass eine längere Einarbeitungszeit und die 
Erarbeitung des Wissens, in welchen Konstellationen diese Funktionen überhaupt zur Verfügung 
stehen nötig wäre). 
Eine weitere Abbildung mit Darstellungen der konservierten Bereiche des Gesamtkomplexes aus 
verschiedenen Blickwinkeln heraus rundet die Übersicht ab: 
 
 
Abb.4-28: 3D-Struktur mit gegenüber Archaea konservierten Regionen, Gesamtkomplex 
Da in der gedruckten Form das Molekül nicht wie im 3D-Programm (in diesem Fall Cn3D 4.1) interaktiv gedreht werden 
kann, um eine Vorstellung von der räumlichen Ausdehnung der konvervierten Regionen zu gewinnen, wird der RNAP-
Komplex in a) – f) aus 6 verschiedenen Blickwinkeln gezeigt. Zur besseren Orientierung wurde jeweils eine Molekül-
Version mit farblich markierten Untereinheiten hinzugefügt (die Zuordnung der Farben ist dieselbe wie in der oben 
gezeigten Übersicht mit den einzelnen Untereinheiten; gelb = große Ähnlichkeit). 
a) zeigt die Orientierung des RNA-Pol-Komplexes „von vorn“, entsprechend (Armache et al., 2003), also von der Seite in 
die Spalte mit dem katalytischen Zentrum und den für die Bindung von DNA, mRNA und Ribonukleotiden wichtigen 
konservierten Bereichen hinein. b) nach Drehung um ca. 90° nach vorn, also von oben in die Spalte hinein; c) nach 
weiterer Drehung um ca. 90°C nach vorn, mit seitlichem Blick in die Spalte „von hinten“, also bezogen auf die DNA von 
stromaufwärts; d) nach weitere Drehung mit Blick von unten; e) ausgehend von a) Drehung um ca. 90° entgegen dem 
Uhrzeigersinn um eine vertikale Achse; f) entsprechend e), allerdings in die entgegengesetzte Richtung, so dass der 
„Keil“ mit Rpb7 und Rpb4 (also den rpoE1- und rpoF-Homologen) nach vorn weist. Neben a) ist vor allem in b) und c) die 
stark konservierte Region um das katalytische Zentrum herum zu erkennen. d) – f) zeigen den RNAP-Komplex aus 
Blickwinkeln, bei denen die stark veränderte Außenhülle die bei Eukarya gegenüber Archaea ähnlichen Bereiche 
weitgehend verdeckt. Ein Vergleich des Ähnlichkeitsmuster zwischen a) und c) zeigt, dass sich die konservierten 
Regionen bei c) deutlich stärker "aus der großen Spalte hinaus" in den Außenbereich hinein erstrecken als in a). Diese 
Beobachtung paßt gut zu der Tatsache, dass c) die Seite zeigt, mit der die RNAP an den Präinitiationskomplex bindet, 
und zu diesem Zweck ein charakteristisches "Interface" bildet, das aus funktionalen Gründen nicht zu sehr verändert 
werden darf.  
 
Zwar entspricht es der Erwartung, dass das bei der Untersuchung von homologen Enzymen für die 
biologische Funktion besonders wichtige katalytische Zentrum stark konserviert ist. Bei einem so 
großen und aus soviel verschiedenen Untereinheiten bestehenden Komplex wie dem der RNA-
Polymerase ist aber das erkennbare Konsensus-Muster (in der 3D-Struktur gelb markiert) 
erstaunlich homogen und schlüssig. Diese Darstellung ergänzt den in (Cramer et al., 2001) unter 
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(Fig.11 und Fig.12) grafischen Vergleich homologer Bereiche einerseits zwischen Hefe und 
Mensch, und andererseits zwischen Hefe und Bacteria. Auch hier ist der zentrale Bereich um das 
katalytische Zentrum herum besonders konserviert. 
Die in dieser Arbeit herausgearbeitete Ähnlichkeitsverteilung bezieht sich einerseits auf „Archaea“ 
versus „Eukarya“. Andererseits ist höchstwahrscheinlich auch der Faktor „Hyperthermophilie“ 
beteiligt, weil die meisten Vertreter in den zugrunde liegenden Alignments hyperthermophil sind. 
In diesem Sinne könnte die starke Veränderung der äußeren Hülle des RNA-Pol-Komplexes als 
notwendige, überlebenswichtige Anpassung an die Bedingungen extremer (u.a. heißer) Standorte 
der Archaea diskutiert werden. Umgekehrt könnten die offensichtlichen Unterschiede bei Eukarya 
als Anpassung an die veränderten Anforderungen betrachtet werden, die sich aus der Integration in 
den in vieler Hinsicht komplexeren (mesophilen) Zellstoffwechsel höherer Lebewesen ergeben (z.B. 
in bezug auf eine Vielzahl von RNAP-assoziierte Hilfsproteine, die keine direkte Entsprechung bei 
Archaea haben). 
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4.7 Liefert die Aminosäuresequenz Hinweise auf Hitzestabilität bzw. Löslichkeit? 
Auf den folgende Seiten wird untersucht, wie über eine Änderung der Häufigkeit bestimmter 
Aminosäuren ein Beitrag zu höherer Thermoadaptation erzielt wird, und welche Konsequenzen dies 
für die RNA-Pol-Untereinheiten hat.  
 
Untereinheiten der RNA-Polymerase aus P.furiosus:  Aminosäure-Frequenz 
               
               
               
               
               
               
               
               
               
               
               
               
               
 
       
       
Abb.4-29: Prozentuale Aminosäurehäufigkeit in den RNA-Pol-Genen von P.furiosus 
Die erste Zeile dieser Darstellung mit der Bezeichnung „Pfu“ stellt eine Referenz-Zeile mit den 
Durchnittswerten aus 2065 Protein-Genen aus P.furiosus (siehe weiter unten, [Abb.4-34]). Es 
handelt sich also um den Erwartungswert, von dem die untersuchten Untereinheiten der RNA-
Polymerase mehr oder weniger signifikant abweichen. Die Zahlen sind die Prozentwerte der 
Häufigkeit einzelner Aminosäuren in dem jeweiligen Protein.  
In der rechten Spalte der Grafik wurden mit roter Farbe die Aminosäuren (E+K+R) gekennzeichnet, 
deren häufiges Auftreten auf eine Thermoadaptation des Organismus hinweisen. Ebenso soll die 
verringerte Frequenz der blau gekennzeichneten Aminosäuren (N+Q+S+T) einen Hinweis auf 
Thermostabilität liefern. Dieses aus einem Vergleich von mesophilen und hyperthermophilen 
Vertretern des Genus Methanocaldococcus (früher Methanococcus) entwickelte Modell (Haney et 
al., 1999) scheint hier recht gut anwendbar: Sowohl das gesamte Verteilungsmuster (1.Zeile) als 
auch die Signatur der einzelnen RNA-Pol-Gene weist Pyrococcus als einen extrem 
Hyperthermophilen aus (zumindest findet sich auf Basis der genannten Kriterien kein 
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offensichtlicher Widerspruch). Unter [Abb.4-35] wird diese Faustformel zur Kontrolle auf eine 
Reihe bakterieller Genome angewandt.  
Als Vergleich dient die A’-Untereinheit des bei 37°C wachsenden M.mazei wo die Verteilung der 
o.g. Aminosäure-Gruppen weniger extrem ist (Mma_rpoA1: E+K+R=20,5%, N+Q+S+T=18,6%;  
Pfu_rpoA1: E+K+R=23,6%, N+Q+S+T=14,5%); für die nicht so stark konservierte L-Untereinheit 
ergeben sich stärker divergierende Werte (Mma_rpoL: 18,5%, 16,2%, Pfu_rpoL: 34,5%, 11,8%). 
Dieser Trend gilt auch für die anderen Untereinheiten der RNA-Polymerase, wie die folgende 
Abbildung zeigt. 
 




Abb.4-30: Indizien für Thermoadapation. Vergleich von P.furiosus und M.mazei 
Auswertung von Indizien für mögliche Thermoadaptation. Durchgezogene Linen: P.furiosus. Gestrichelte Linie: M.mazei. 
Der Quotient wurde aus den Prozentwerten von E+K+R und N+Q+S+T gebildet. M.mazei besitzt im Ggs. zu P.furiosus 
eine in B’ und B’’ geteilte B-Untereinheit – die Werte wurden für diesen Vergleich addiert.  
 
In den meisten Fällen ist bei der hyperthermophilen Art P.furiosus die Summe aus E+K+R größer 
und die Summe aus N+Q+S+T kleiner als bei der mesophilen Art M.mazei. Der Quotient scheint in 
dieser Abbildung ziemlich ausgewogen – dies täuscht aber: Die Werte von ca. 5 bei Pfu_rpoF und 
Pfu_rpoN deuten auf eine stark verschobene Aminosäure-Verteilung hin (auf Genom-Ebene beim 
Vergleich der Durchschnittswerte der Protein-Gene unterschiedlicher Arten (siehe [Abb.4-36]) 
bewegen sich die Quotienten Werte in einem Bereich von ca. 0.7 bis 1,7. 
 
Bevor darauf eingegangen wird, was für eine Bedeutung diese Daten für die praktische Arbeit mit 
den RNA-Pol-Untereinheiten und Transkriptionsfaktoren haben könnte, wird zunächst noch die 
Aminosäure-Zusammensetzung der Pyrococcus-Proteine etwas genauer untersucht: 
 
Gibt es bei den RNA-Pol-Untereinheiten Auffälligkeiten, die sich von dem für P.furiosus 
üblichen Aminosäure-Verteilungsmuster abheben? 
Zur weiteren Auswertung wurde eine „Normalisierung“ auf die für P.furiosus typische Aminosäure-
Zusammensetzung vorgenommen. Zweck dieser Vorgehensweise ist es, die Besonderheiten 
einzelner Proteine durch Ausblenden des für P.furiosus typischen Aminosäure-Verteilungsmusters  
besser erfassbar zu machen (auch abgesehen von „Hyperthermophilie“ haben die verschiedenen 
Aminosäuren einen unterschiedlichen „Erwartungswert“ – Cystein oder Tryptophan sind z.B. 
generell ziemlich selten). Hierbei wurde die durchschnittliche, prozentuale Aminosäure-Frequenz in 
2065 Proteingenen als Ausgangsbasis verwendet. Die Umrechnung erfolgte auf einheitliche 5% für 
jede der 20 proteinogenen Aminosäuren (20 * 5% = 100%). Ein Protein, das genau dem 
„Konsensus“ entspricht enthält also 5% von jeder Aminosäure; dies wurde durch die rote Linie in 
den Grafiken angedeutet. Signifikant sind die deutlichen Abweichungen von diesem Standardwert. 
Obwohl dieses Verfahren praktikabel – und meiner Meinung nach aussagekräftig – ist, sollte 
bedacht werden, dass die prozentuale Aminosäure-Zusammensetzung bei sehr kleinen Proteinen 
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häufig etwas „extremer“ (und mehr von „Zufällen“ abhängig) ist, während bei großen Proteinen mit 
einer langen Aminosäure-Sequenz eine gewisse statistische Nivelierung eintritt. 
 
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
 
Abb.4-31: Prozentuale Aminosäurefrequenz nach "Normalisierung" 
Selbst nach Abzug des für Pyrococcus typischen Durchschnitts-Verteilungsmusters ist in 9 von 12 Fällen die häufigste 
Aminosäure Glutamat, Lysin oder Arginin. Allerdings ist durch die Normalisierung auch ein Teil der auf 
Thermoadaptation hindeutenden Signatur herausgerechnet worden, was sich an einer stärkeren „Durchmischung“ der 
beiden  Gruppen E+K+R (größere, stärker hydrophobe und geladene Aminosäuren) und N+Q+S+T (ungeladene, polare 
Aminosäuren) zeigt. Die rote Linie bei 5% markiert den Erwartungswert der jeweiligen Aminosäure in einem Standard-
Protein in Pyrococcus. 
 
Folgende Korrekturen wurden vorgenommen: 
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y 
6,4 0,7 4,2 9,0 4,4 7,0 1,5 8,9 8,4 10,2 2,4 3,4 4,2 1,7 5,5 4,9 4,3 7,9 1,2 3,9 
-1,4 +4,3 +0,8 -4,0 +0,6 -2,0 +3,5 -3,9 -3,4 -5,2 +2,6 +1,6 +0,8 +3,3 -0,5 +0,1 +0,7 -2,9 +3,8 +1,1 
(2. Zeile: Durchschnittliche prozentuale Aminosäure-Verteilung in 2065 P.furiosus-Proteingenen. 3.Zeile 
Normalisierung auf jeweils 5%)  
 
Es sind recht starke Abweichungen vom P.furiosus-Standard-Protein festzustellen, was in dem 




Abb.4-32: Häufigkeit von E+K+R gegenüber N+Q+S+T in den RNA-Pol-Genen nach Umrechnung 
Nach dem „Herausrechnen“ der Standard-Verteilung beträgt der Erwartungswert für E+K+R 15% und für N+Q+S+T 
20%, was durch die gestrichelten Linien in der selben Fabe angedeutet wird. Abgesehen von B, A’, D, und H zeigen alle 
übrigen Untereinheiten z.T. drastische Abweichungen vom Standard. Neben der überdurchschnittlichen 
Thermoadaptation spielen hier aber auch RNA-Polymerase-spezifische Besonderheiten eine Rolle, wie man an dem 
teilweise ähnlichen Kurvenverlauf bei einem Vergleich des hyperthermophilen P.furiosus mit der mesophilen Art M.mazei 
erahnen kann (siehe [Abb. 4-30]). 
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Gibt es eine Korrelation von Thermoadaptation und Löslichkeit? 
Pyrococcus ist ein hyperthermophiler Organismus. Es muß also davon ausgegangen werden, dass 
eine Thermoadaptation der Proteine stattgefunden hat – ansonsten würde bei 100°C eine sofortige 
Denaturierung der Proteine eintreten. Auf einen der Anpassungsmechanismen – nämlich die 
Änderung der Häufigkeit bestimmter Aminosäuren – ist bereits eingegangen worden. Zusätzlich 
können andere Faktoren beteiligt sein, z.B. Modifikationen der 3D-Struktur und der Position 
einzelner Aminosäuren zueinander (etwa, um in bestimmten Bereichen die ionischen 
Wechselwirkungen innerhalb des Proteins zu verstärken, und durch die hierraus resultierende 
Kompaktierung dem Thermostress entgegenzuwirken). Auch im Cytoplasma des Organismus 
gelösten Substanzen können zu einer allgemeinen Steigerung der Temperaturresistenz beitragen. 
Chaperone, also Hilfsproteine, die andere Proteine unter Stressbedingungen stabilisieren können, 
sind eine weitere Möglichkeit hierzu (Sterner & Liebl, 2001).  
Weit jenseits von dem, was man normalerweise (z.B. in der Zoologie) unter „stenotherm“ oder 
„oligotherm“ versteht, leben hyperthermophile, extrem angepasste Mikroorganismen z.B. in 
kochend heißem Wasser in vulkanischen Sedimenten und „black smokern“ in der Tiefsee.  
Erkauft wird diese erstaunliche „Einnischung“ durch den Verlust der Fähigkeit, in kälteren 
Lebensräumen zu überleben – Hyperthermophile können unter ca. 60°C nicht mehr wachsen. 
Die besondere Struktur der Proteine aus Hyperthermophilen – also auch P.furiosus – hat 
verschiedene Vor- und Nachteile für die Laborpraxis: 
Übliche Praxis ist es, ein in einem Organismus identifiziertes und evtl. sogar direkt aus ihm 
gereinigtes Protein für weitergehende Studien rekombinant in großen Mengen und evtl. versehen 
mit bestimmten Fusionsanteilen (z.B. His6-Tag) in einem E.coli-Expressionsstamm herzustellen. 
Bei vielen „hyperthermophilen“ Proteinen kann hierbei eine verblüffend einfache 
Reinigungsmethode angewandt werden: Die Hitzepräzipitation oder Hitzefällung. Während die 
meisten E.coli-Proteine schon längst ausgefallen sind, bleiben die thermoadaptierten Protein in 
Lösung. Gerade bei Proteinen oder Enzymen, die auch in der Zelle allein oder als Homomultimer 
vorkommen, kann in den meisten Fällen von stark erhöhter Thermostabilität ausgegangen werden 
(z.B. bei der Reinigung der Pyruvat-Kinase aus A.pernix (Johnsen et al., 2003)). Ein oder zwei 
Hitzeschritte z.B. in Kombination mit einer Nickel-Säule liefern oft schon ein hochreines Protein. 
Günstig ist es natürlich, wenn die trotz dieser Prozedur erhaltene korrekte Faltung des Enyzms 
gleich funktionell durch meßbare Enzymaktivität nachgewiesen werden kann. 
Leider ist die Lage bei der hier untersuchten RNA-Polymerase aus P.furiosus in bezug auf die 
Reinigung nicht ganz so einfach: 
 
Hitzestabilität bei Enzymkomplexen wie der RNA-Polymerase nur als Ganzes? 
Ebenso wie im Rahmen der Thermoadaptation bestimmte Aminosäure-Positionen wegen ihrer 
Funktion bei der Protein-Protein-Interaktion in einem Enzymkomplex nicht verändert werden 
können (und deshalb evtl. die Statistik bei der Suche nach Thermoadaptationsmustern etwas 
„verfälschen“ (Haney et al., 1999)), scheint sich die praktisch meßbare Thermostabilität der RNA-
Polymerase bei P.furiosus hauptsächlich auf den komplett zusammengefügten Komplex aus den 12 
Untereinheiten zu beziehen, was sich z.B. eindrucksvoll in einem (zellfreien) In vitro 
Transkriptions-Ansatz bei 70°C (oder sogar maximal 95°C) bei voll erhaltener Enyzmaktivität 
zeigen läßt (Hethke et al., 1996; Hethke et al., 1999).  
Bei der Reinigung der einzelnen Untereinheiten, die rekombinant in E.coli überexprimiert wurden  
zeigte sich, dass bei vielen Proteinen keine Hitzefällung angewandt werden konnte, und dass die 
Löslichkeit vielfach miserabel ist.  
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Die folgende Tabelle faßt die praktischen Erfahrungen bei der Reinigung der rekombinanten 
Untereinheiten der RNA-Polymerase unter den Apekten Hitzestabilität und Löslichkeit zusammen: 
 
 
B (rpoB): Extreme Bildung von Einschlußkörpern bei der Expression; kaum (kein) Protein im Überstand; 
sehr schlechte Löslichkeit; denaturierende Reinigung aus Einschlußkörpern nötig (persönliche Mitteilung 
S.Naji). Diese Untereinheit wird gerade im Rahmen der Weiterführung dieses Projektes von S.Naji kloniert / 
gereinigt. 
 
A’ (rpoA1): Extreme Bildung von Einschlußkörpern bei sehr großen Proteinmengen; denaturierende 
Reinigung aus Einschlußkörpern nötig; schlechte Löslichkeit (s. rpoB). Hitzefällung des S100 sinnlos, weil 
kaum Protein. 
 
A’’ (rpoA2): schlechte Löslichkeit; allerdings erhebliche Mengen Protein im S100 (Überstand). An 
Hitzefällung ist trotzdem nicht zu denken! Aufgrund der schlechten Löslichkeit ist die Proteinkonzentration 
nach Ausschlußchromatographie mit der Superdex 75 sehr schwach konzentriert und läßt sich (z.B. mit 
Ultrafiltration) nur mit Mühe auf praktikable Konzentrationen bringen. 
 
D (rpoD): Große Proteinmengen im Überstand; normale Reinigung über mehrere Säulen; Hitzefällung nicht 
möglich. Problemloses Handling. 
 
E’ (rpoE1): Etwas geringere Proteinmengen als bei rpoD. Trotzdem leidlich gute Löslichkeit der Version 
mit N-terminalem Fusionsanteil (die C-terminale Version liefert aufgrund stark herabgesetzter Löslichkeit 
sehr geringe Proteinmengen). 
 
E’’ (rpoE2): Hier wurde nur eine Testexpression vorgenommen, u.a. auch gemeinsam mit dem direkt 
stromaufwärts liegenden E’-Gen (es sollte primär gezeigt werden, dass es sich nicht um einen 
Sequenzierfehler mit scheinbarer Verschiebung der Leserasters handelt). Daten zur Hitzestabilität liegen 
nicht vor. Zum Zeitpunkt der Expression war die Bedeutung von E’’, sein hochkonserviertes Zinkfinger-
Motiv und die Möglichkeit der „translationalen Kopplung“ bei partiell überlappenden Genen noch nicht 
herausgearbeitet worden 
 
F (rpoF): Im Vergleich zu den anderen RNA-Pol-Untereinheiten größte Protein-Ausbeute bzw. höchste 
Protein-Konzentration des gereinigten Proteins wegen seiner guten Löslichkeit. Eine Hitzefällung wurde bei 
der Reinigung nicht vorgenommen (und ist für ein gutes Resultat auch nicht nötig); die Hitzestabilität sollte 
aber noch einmal überprüft werden.  
 
H (rpoH): Große Protein-Mengen; hitzestabil in Phosphat-Puffer 10min / 90°C! 
 
K (rpoK): Ist nicht hitzestabil und nicht besonders gut löslich. Trotzdem gut zu reinigen, weil neben 
Einschlußkörpern genügend Protein im S100 gelöst ist. Das Protein fällt auf der Ni-Säule teilweise aus, und 
eluiert hinter dem normalen Peak in hochreiner Form. 
 
L (rpoL): Ist ähnlich hitzestabil wie rpoH. Große Protein-Menge. Etwas besser löslich als rpoN. Auf der 
Molekularsieb-Chromatographie-Säule (Superdex 75) fiel ein Teil des Proteins aus und verursachte bei 
späteren Bindexperimenten eine störende Kontamination, bis erkannt war, dass durch rpoD der besser 
lösliche DL-Komplex gebildet wurde, und rpoL auf diese Weise doch noch von der Säule eluierte. 
 
N (rpoN): Zeigt eine ähnlich hohe Hitzestabilität wie rpoH und rpoL. Die Löslichkeit ist jedoch schlecht - 
rpoN neigt zur Bildung von größeren Aggregaten.  
 
P (rpoP): Ist hitzestabil. Bei der Version mit His6-Tag große Protein-Menge. Es gibt keine Probleme mit der 
Löslichkeit. Wurde von O.v.Kampen im Rahmen seiner Diplomarbeit kloniert / gereinigt (von Kampen, 
2003) 
 
Abb.4-33: Hitzestabilität und Löslichkeit der RNAP-Untereinheiten von P.furiosus in der Praxis 
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Da alle Untereinheiten eine Verschiebung der Aminosäure-Häufigkeit im Sinne der 
Thermoadaptation aufweisen, ist es schwer, eine Korrelation zwischen den beiden gegensätzlichen 
Aminosäure-Gruppen und Hitzestabilität und / oder Löslichkeit herzustellen. An erster Stelle bei 
der Suche nach schlechter Löslichkeit scheint zunächst die Größe der Proteine zu stehen (rpoB, 
rpoA1 und rpoA2). rpoF profitiert offensichtlich von der extremen Verteilung im Sinne der 
Thermoadaptation. Bei rpoK bewirkt der verringerte Prozentsatz an E+K+R anscheinend den 
Verlust der Thermostabiliät, wie er ansonsten bei den ähnlich kleinen Proteinen rpoH, rpoL und 
rpoN festzustellen ist. Vergleicht man das Muster von rpoD und rpoE1 sowie rpoF, so kann man 
sagen, daß rpoE1 eher in die Richtung des extrem gut löslichen rpoF tendiert. Wie oben aufgelistet, 
ist rpoE1 aber etwas schlechter als rpoD löslich. Wie man sieht, dürfen keine voreiligen Schlüsse 
gezogen werden. Z.B. muß höchstwahrscheinlich auch die Form der RNA-Pol-Untereinheiten und 




Die im nächsten Abschnitt vorgestellten, etwas breiter gefächerten Daten sollten eigentlich nur 
sicherstellen, dass die sehr handliche Regel „mehr E+K+R und weniger N+Q+S+T = Indiz für 
Thermoadaptation“ (Haney et al., 1999) auch über die Gattungsgrenzen (von Methanooccus bzw. 
Methanocaldococcus) hinaus und global, ohne langwierige Selektion bestimmter Protein-Familien 
anwendbar ist. Dass dies bei den hier gezeigten Daten im Großen und Ganzen tatsächlich der Fall 
ist, liegt vermutlich an der großen Zahl der zu Grunde liegenden Protein-Gene, die bewirkt, dass 
Proteine, die aus irgendeinem funktionalen Kontext heraus nicht über Aminosäure-Austausch 
adaptiert werden können, statistisch nicht gravierend in Erscheinung treten.  
Am Anschluß daran komme ich in einem kurzen Fazit auf die Thermoadaptation bei den RNA-Pol-
Untereinheiten aus P.furiosus zurück. 
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4.7.1 Durchschnittliche Aminosäure-Zusammensetzung in den Proteingenen im 
Genom 
Das Programm GenbankAnalyse (siehe [8.4]) ermöglicht durch den Zugriff auf alle annotierten 
(Protein-)Gene in den Genbank-Dateien u.a. die Ermittlung der typischen Zusammensetzung der 
Proteingene des jeweiligen Organismus. Die folgende Tabelle und die Grafiken im nächsten 
Abschnitt liefern eine vergleichende Übersicht der hierbei errechneten Aminosäure-
Verteilungsmuster. 
 
 °C Gene A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y 
Archaea                      
Ape 90 1841 9,5 1,0 3,9 7,1 2,8 8,7 1,7 5,5 4,0 11,1 2,3 2,0 5,7 1,8 8,2 7,0 4,4 8,8 1,3 3,3 
Afu 85 2420 7,6 1,3 4,8 9,2 4,6 7,0 1,5 7,3 7,3 9,6 2,8 3,1 3,7 1,7 6,0 5,4 4,0 8,7 1,0 3,5 
Hsp 37 2075 13,0 0,9 9,0 6,7 3,1 8,4 2,3 3,5 1,7 8,4 1,9 2,1 4,6 2,6 6,5 5,3 6,8 9,7 1,1 2,5 
Mka 98 1691 8,3 1,4 5,6 10,0 2,8 8,1 1,9 4,9 4,2 10,0 2,0 1,9 5,3 1,4 8,5 4,6 4,5 10,5 1,2 2,7 
Mac 40 4540 6,6 1,5 5,0 8,0 4,7 7,0 1,7 7,6 7,1 9,6 2,7 4,3 3,9 2,6 4,7 6,7 5,1 6,8 1,0 3,6 
Mja 85 1729 5,5 1,4 5,3 8,6 4,2 6,2 1,4 10,7 10,6 9,5 2,5 5,1 3,3 1,4 3,9 4,4 3,9 6,9 0,7 4,2 
Mma 37 3371 6,8 1,4 5,1 8,3 4,4 7,1 1,7 7,8 7,1 9,4 2,7 4,2 3,9 2,5 4,8 6,6 4,9 6,9 0,9 3,5 
Mth 60 1873 7,1 1,4 5,8 8,2 3,6 7,9 1,9 7,9 4,9 9,4 3,3 3,2 4,2 1,9 6,8 6,0 4,8 7,7 0,8 3,1 
Neq 90 563 5,1 0,9 4,7 7,8 4,4 5,2 1,3 10,6 11,2 10,6 1,9 5,0 3,9 2,2 4,1 4,4 3,9 6,0 0,9 5,5 
Pae 98 2605 9,8 1,1 4,2 7,2 3,6 7,4 1,5 6,3 6,0 10,8 2,2 2,5 4,8 2,1 6,8 4,9 4,2 9,2 1,4 4,2 
Pab 95 1769 6,6 0,7 4,5 8,9 4,3 7,2 1,5 8,6 8,0 10,3 2,5 3,2 4,2 1,6 5,9 4,9 4,1 8,1 1,1 3,7 
Pfu 100 2065 6,4 0,7 4,2 9,0 4,4 7,0 1,5 8,9 8,4 10,2 2,4 3,4 4,2 1,7 5,5 4,9 4,3 7,9 1,2 3,9 
Pho 95 1801 6,3 0,7 4,3 8,6 4,4 7,0 1,5 8,9 8,1 10,3 2,5 3,4 4,3 1,6 5,7 5,4 4,3 7,7 1,1 3,8 
Sso 85 2977 5,3 0,8 4,7 7,1 4,4 6,2 1,3 9,4 8,3 10,4 2,3 4,9 3,6 2,1 4,9 6,6 4,6 7,5 1,0 4,7 
Sto 80 2826 5,3 0,8 4,6 7,2 4,5 5,9 1,3 10,0 8,5 10,5 2,3 4,8 3,7 2,0 4,3 6,7 4,6 7,1 1,0 4,7 
Tac 60 1482 6,7 0,7 5,8 6,3 4,5 7,0 1,7 9,2 6,2 8,3 3,3 4,2 3,8 2,1 5,7 7,3 4,6 7,2 0,8 4,5 
Tvo 60 1499 6,2 0,8 5,6 6,7 4,6 6,8 1,5 9,3 7,4 8,6 2,9 4,6 3,6 2,1 4,9 7,3 4,7 7,2 0,8 4,6 
Bacteria                      
Aae 85 1529 5,8 0,9 4,2 9,7 5,1 6,7 1,6 7,3 9,6 10,5 2,1 3,5 4,0 2,1 5,0 4,8 4,1 8,0 0,9 4,0 
Dra 30 2579 12,1 0,7 5,0 5,8 3,1 9,1 2,2 3,2 2,8 11,7 2,0 2,3 6,1 4,1 7,6 5,1 5,7 7,7 1,5 2,3 
Eco 37 5379 9,0 1,5 4,9 5,6 4,2 6,9 2,5 6,1 4,7 10,4 3,1 4,0 4,3 4,4 5,8 6,0 5,5 6,9 1,5 2,9 
Hpy 37 1566 6,7 1,2 4,7 6,9 5,5 5,5 2,2 7,2 9,2 11,4 2,5 5,5 3,2 3,7 3,7 6,7 4,2 5,7 0,7 3,6 
Sau 37 2632 6,0 0,7 5,6 6,6 4,7 5,7 2,3 9,0 7,8 9,3 2,9 5,7 3,0 4,0 3,6 5,9 5,6 6,7 0,7 4,1 
Sty 37 4451 9,6 1,3 5,1 5,7 3,9 7,1 2,4 6,0 4,6 10,6 2,9 3,7 4,4 4,3 5,7 5,8 5,4 7,1 1,5 2,8 
Tma 80 1858 5,7 0,8 4,8 8,9 5,2 6,9 1,6 7,2 7,9 10,0 2,6 3,5 3,9 2,0 5,7 5,6 4,4 8,7 1,1 3,5 
Ype 37 4090 8,9 1,2 4,9 5,4 4,0 6,9 2,4 6,4 4,7 10,8 3,0 4,1 4,4 4,7 5,4 6,2 5,4 6,8 1,4 3,0 
 
Abb.4-34: Thermoadaptation? Aminosäurefrequenz in den Proteingenen von Archaea und Bacteria 
Aae = Aquifex aeolicus, Ape = Aeropyrum pernix, Afu = Archaeoglobus fulgidus, Dra = Deinococcus radiodurans, Eco = 
Escherichia coli, Hsp = Halobacterium sp. NRC-1, Hpy = Helicobacter pylori, Mac = Methanosarcina acetivorans C2A, Mja = 
Methanocaldococcus jannaschii, Mka = Methanopyrus kandleri AV19, Mma = Methanosarcina mazei Goe1, Mth = 
Methanothermobacter thermautotrophicus, Neq =  Nanoarchaeum equitans Kin4-M., Pab = Pyrococcus abyssi, Pae = 
Pyrobaculum aerophilum, Pfu = Pyrococcus furiosus DSM 3638, Pho = Pyrococcus horikoshii, Sau = Staphylococcus aureus, 
Sso = Sulfolobus solfataricus, Sto = Sulfolobus tokodaii, Sty = Salmonella typhimurium LT2, Tac = Thermoplasma 
acidophilum,  Tma = Thermotoga maritima, Tvo = Thermoplasma volcanium, Ype =Yersinia pestis KIM. 
Prozentuale Häufigkeit der 20 proteinogenen Aminosäuren in den annotierten Protein-Genen bei Archaea 
und Bacteria. Man beachte die unterschiedliche Gen-Anzahl. Als Referenz wurden die Daten von E.coli und 
den beiden hyperthermophilen Bacteria Aquifex aeolicus und Thermotoga maritima hinzugefügt. Yersinia 
pestis KIM wurde als typisch psychrophiler Vertreter herangezogen (wächst auch bei 4°C). Schließlich 
wurden noch Deinococcus, Helicobacter, Staphylococcus und Salmonella hinzugezogen, um die hier 
diskutierten Trends im Aminosäure-Verteilungsmuster im mesophilen Bereich zu überprüfen. Bei den 
Temperatur-Angaben wurde u.a. auf die Angaben auf der DSMZ-Webseite zurückgegriffen („Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH“, http://www.dsmz.de/dsmzhome.htm“). 
 
Für jede Aminosäure wurden das Minimum und das Maxium markiert. Als erste Plausibilitäskontrolle 
erfolgt die Auswertung der rot und blau markierten Spalten: 
 
E (Glutamat):   Max: M.kandleri    Min: Y.pestis 
K (Lysin):  Max: N.equitans    Min: Halobacterium sp. 
R (Arginin):  Max: M.kandleri    Min: S.aureus 
  
N (Asparagin): Max: S.aureus   Min: M.kandleri 
Q (Glutamin):  Max: Y.pestis   Min: M.kandleri, M.jannaschii 
S (Serin): Max:T.acidophilum/volcanium Min: M.jannaschii, N.equitans 
T (Threonin): Max: Halobacterium sp.  Min: M.jannaschii, N.equitans 
 
Abgesehen von Thermoplasma (etwas grenzwertig, weil nicht mesophil sondern thermophil) gruppieren sich 
die Werte sehr gut in hyperthermophil und mesophil/thermophil). 
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Aminosäure-Häufigkeit in den Protein-Genen verschiedener Mikroorganismen: 
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
Abb.4-35: Übersicht: Aminosäurefrequenz vor dem Hintergrund potentieller Thermoadaptation 
Prozentuale Aminosäure-Frequenz in den Protein-Genen mesophiler (blau), thermophiler (violett) und extrem 
thermophiler bzw. hyperthermophiler Organismen (rot) (s.Anhang [8.5]). Vermehrtes Auftreten von Glutamat, Arginin, 
Lysin (E+R+K, größere, stärker hydrophobe und geladene Aminosäuren) sowie Verminderung der Anzahl von Serin, 
Threonin, Asparagin und Glutamin (N+Q+S+T, ungeladen, polar) als Indikator für Thermoadaptation (Haney et al., 
1999). 




Abb.4-36: E+K+R gegenüber N+Q+S+T in hyperthermophilen, thermophilen und mesophilen Arten 
Aae = Aquifex aeolicus, Ape = Aeropyrum pernix, Afu = Archaeoglobus fulgidus, Dra = Deinococcus radiodurans, Eco = 
Escherichia coli, Hsp = Halobacterium sp. NRC-1, Hpy = Helicobacter pylori, Mac = Methanosarcina acetivorans C2A, Mja = 
Methanocaldococcus jannaschii, Mka = Methanopyrus kandleri AV19, Mma = Methanosarcina mazei Goe1, Mth = 
Methanothermobacter thermautotrophicus, Neq =  Nanoarchaeum equitans Kin4-M., Pab = Pyrococcus abyssi, Pae = 
Pyrobaculum aerophilum, Pfu = Pyrococcus furiosus DSM 3638, Pho = Pyrococcus horikoshii, Sau = Staphylococcus aureus, 
Sso = Sulfolobus solfataricus, Sto = Sulfolobus tokodaii, Sty = Salmonella typhimurium LT2, Tac = Thermoplasma 
acidophilum,  Tma = Thermotoga maritima, Tvo = Thermoplasma volcanium, Ype =Yersinia pestis KIM. 
 
Auswertung der Daten aus [Abb.4-35]. Oberes Diagramm: Rote Linie = Summe der Prozentwerte 
der Häufigkeit von E+K+R. Blaue Linie = Summe der Prozentwerte der Häufigkeit von N+Q+S+T. 
Unteres Diagramm: Quotient aus E+K+R und N+Q+S+T (zeigt den Trend noch etwas deutlicher). 
Ein regelmäßigerer Kurvenverlauf könnte vermutlich erreicht werden, wenn die Organismen genau 
nach ihrer optimalen Wachstumstemperatur geordnet würden – hier erfolgte nur eine grobe 
Zuordnung, die aber völlig ausreicht, um den vermuteten Trend erkennen zu lassen (siehe Legende 
zu [Abb.4-35]).  




Yersinien sind psychrophil, d.h. sie vermehren sich auch bei 1 - 4° C. Deshalb wurde Yersinia 
pestis KIM als Kontroll-Organismus für das untere Ende der Temperaturskala hinzugefügt. 
Tatsächlich liefert der o.g. Quotient hier ein eindeutiges Ergebnis (d.h. dass es keinerlei Hinweis auf 
Thermoadaptation der Proteine dieses Krankheitserreges gibt). Etwas kurios ist, dass (zumindest in 
Bezug auf das vorgeschlagene „E+K+R / N+Q+S+T-Kriterium“) mit Aquifex aeolicus ein Vertreter 
der (von der Artenzahl nicht gerade häufigen) hyperthermophilen Bacteria  ganz oben in der Liste 
steht, obwohl seine Wachstumstemperatur mit 85°C um einiges unter der von P.furiosus (100°C) 
liegt. Möglicherweise spielen hier noch andere Faktoren, wie z.B. der GC-Gehalt und 
entsprechende Ausstattung mit tRNAs eine Rolle. 
 
Fazit zum Thema Thermoadaptation 
Von dem diskutierten Aminosäure-Verteilungsmuster her zeigen alle Untereinheiten der RNA-
Polymerase aus P.furiosus eine extreme Anpassung an erhöhte Temperaturen. Allerdings ist dies für 
die Präparation der rekombinant erstellten, einzelnen Untereinheiten wenig hilfreich (abgesehen 
von den kleinen Untereinheiten), weil diese Thermoadaption offensichtlich vor allem die gesamte 
RNA-Polymerase mit ihren 12 Untereinheiten betrifft. Denkbar wäre es, dass vor allem die im 
Gesamtkomplex freiliegenden Außenflächen durch den besprochenen Aminosäure-Austausch 
stabilisiert werden, während im Inneren des RNA-Pol-Komplexes durch ähnliche (aber vom Muster 
her vermutlich nicht identische) Austauschprozesse die Protein-Protein-Bindungen intensiviert 
werden. Ohne die Anwesenheit ihrer Partner-Proteine sind die einzelnen RNA-Pol-Untereinheiten 
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zumeist nicht hitzestabil und / oder nicht gut löslich, weil normalerweise im Inneren verborgene 
Kontaktflächen freiliegen. Schon Zweierkomplexe sind oft schon deutlich besser löslich (z.B. bei 
rpoD + rpoL). Das lästige Verhalten von rpoN (Bildung von extrem schwer zu resuspendierenden 
Aggregaten selbst bei ganz kurzem Anzentrifugieren einer trüben (aber homogenen), recht hoch 
konzentrierten Lösung) läßt sich damit erklären, dass in den gebildeten Clustern die Kontakt-
Flächen des ohnehin recht schlecht löslichen Proteins dem umgebenden Flüssigkeitsvolumen 
entzogen werden, und ein stabiler Zustand eintritt, der vielleicht dem von rpoN bei korrekter 
Integration in einen vollständigen RNA-Pol-Komplex ähnelt. 
Dass eine unvollständige, bzw. aus teilweise falsch gefalteten rekombinanten Untereinheiten 
zusammengesetzte RNA-Polymerase nicht thermostabil ist, kann aber auch nützlich sein, und in 
einem finalen Präparationsschritt in Form einer Hitzefällung die intakten von den defekten 
Komplexen trennen, wie dies für M.jannaschii gezeigt wurde (Werner & Weinzierl, 2002). 
Betont werden muß abschließend noch einmal, dass "Thermostabilität von Proteinen" ein 
faszinierendes Thema ist, welches noch nicht vollständig verstanden wird und deshalb weiter 
intensiv erforscht wird. Die hier untersuchte Aminosäureverteilung klammert Phänomene, die die 
Änderung der Proteinstruktur auf der 3D-Ebene (also der tertiären und quartiären Ebene) betreffen 
komplett aus. Das Problem scheint zu sein, dass die entsprechenden, bei einem bestimmten Protein 
verstandenen Mechanismen zur Thermoadaptation nicht unbedingt auf ein anderes Protein 
übertragen werden können, sondern oftmals sehr "individuell" sind. So kann es zum Beispiel sein, 
dass ein Protein nur in bestimmten Bereichen "starrer" wird, während andere Region entsprechend 
funktionaler Notwendigkeiten gut beweglich bleiben usw. (Jaenicke, 2000). 
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4.8 Eine zweite Kopie von TFB im Genom von Pyrococcus 
Bei Archaea wurden mehrere Fälle geschildert, bei denen im Genom der untersuchten Organismen 
nicht eine, sondern mehrere TFB-Kopien vorkommen. Dies ist zum Beispiel für halophile Archaea 
der Fall (Reeve et al., 1997), wo auch mehrere TBPs gefunden wurden. Für Organismen wie 
Halobacterium NRC-1 liegt also auf jeden Fall die Vermutung nahe, dass hier die Genexpression 
über mehrere TBP- und TFB-Kopien reguliert wird (Baliga et al., 2000), was eine Anpassung des 
Organismus an den Lebensraum der halophilen Archaea mit häufigem und raschen Wechsel von 
Salinität und pH-Werte darstellen könnte. Auch für P.horikoshii ist die Existens einer zweiten, von 
dem Standard-TFB stark abweichende Kopie schon längere Zeit bekannt (Soppa, 1999). Dadurch, 
dass für die Gattung Pyrococcus gegenwärtig sogar drei komplett sequenzierte Genome zugänglich 
sind (Lecompte et al., 2001), ergibt sich auch für die TFB-Gene die Möglichkeit zu vergleichenden 
Analysen. Für die Betrachtung der RNA-Polymerase bei Pyrococcus ist dies deshalb relevant, weil 
TFB nach bisherigen Erkenntnissen die herausragende Stellung bei der Rekrutierung der RNAP an  
den Präinitiationskomplex einnimmt, und die Protein-Protein-Interaktionen zwischen TFB und den 
RNAP-Untereinheiten letztlich eine entscheidende Rolle für die Regulation der Transkription 
spielen. 
Es zeigt sich, dass neben P.horikoshii auch die in dieser Arbeit näher untersuchte Pyrococcus-Art 
P.furiosus über ein zweites TFB-Gen verfügt, wie aus folgendem Alignment hervorgeht: 
 
Pho_TFB,   ..........MTKQKVCPVCGSTEFIYDPERGEIVCARCGYVIEENIIDMGPEWRAFDASQREKRSRTGAPESILLHDKGLSTDIGIDRSLTGLMREKMYRLRKWQSRLR 100 
Pab_TFB,   ..........MTKQRVCPVCGSTEFIYDPERGEIVCARCGYVIEENIVDMGPEWRAFDASQREKRSRTGAPESILLHDKGLSTDIGIDRSLTGLMREKMYRLRKWQSRLR 100 
Pfu_TFB,   ..........MNKQKVCPACESAELIYDPERGEIVCAKCGYVIEENIIDMGPEWRAFDASQRERRSRTGAPESILLHDKGLSTEIGIDRSLSGLMREKMYRLRKWQSRLR 100 
Pho_TFB-2  .............................................................................................MVREKIHRLKRLDS... 14 
Pfu_TFB-2  MSSTEPGGGWLIYPVKCPYCKSRDLVYDRQHGEVFCKKCGSILATNLVDS.............ELSRKTKTNDIPRYTKRIG..........EFTREKIYRLRKWQK... 84 
Consensus  ..........M KQ VCP C S E IYDPERGEIVCA CGYVIEENI DMGPEWRAFDASQRE RSRTGAPESILLHDKGLST IGIDRSL GLMREKMYRLRKWQSRLR 89 
                                                                                                             #   
Pho_TFB,   VSDAAERNLAFALSELDRITAQLKLPKHVEEEAARLYREAVRKGLIRGRSIESVIAACVYAACRLLKVPRTLDEISDIARVEKKEIGRSYRFIARNLNLTPKKLFVKPTD 210 
Pab_TFB,   VSDAAERNLAFALSELDRITAQLKLPKHVEEEAARLYREAVRKGLIRGRSIESVIAACVYAACRLLKVPRTLDEISDIARVEKKEIGRSYRFIARNLNLTPKKLFVKPTD 210 
Pfu_TFB,   VSDAAERNLAFALSELDRITAQLKLPRHVEEEAARLYREAVRKGLIRGRSIESVMAACVYAACRLLKVPRTLDEIADIARVDKKEIGRSYRFIARNLNLTPKKLFVKPTD 210 
Pho_TFB-2  FGNKTEK...LGVEEISRISSQLCLPKHVEREAVRIYRKLIKSGVTKGRSIESVAAACIYISCRLYKVPRTLDEIAKVAKEDKKVIARVYRLVVKKLGLSSKDMLIRPEY 121 
Pfu_TFB-2  .KISSERNLVLAMSELRRLSGMLKLPKYVEEEAAYLYREAAKRGLTRRIPIETTVAACIYATCRLFKVPRTLNEIASYSKTEKKEIMKAFRVIVRNLNLTPKMLLARPTD 193 
Consensus  VSDAAERNLAFALSELDRITAQLKLPKHVEEEAARLYREAVRKGLIRGRSIESV AACVYAACRLLKVPRTLDEIADIARVEKKEIGRSYRFIARNLNLTPKKLFVKPTD 198 
                     #        #                     #   #            #                    #             #          # # 
Pho_TFB,   YVNKFADELGLSEKVRRRAIEILEEAYRRGLTSGKSPAGLVAAALYIASLLEGEKRTQREVAEVARVTEVTVRNRYKELVEKLGIKVPIT 300 
Pab_TFB,   YVNKFADELGLSEKVRRRAIEILEEAYKRGLTSGKSPAGLVAAALYIASLLEGEKRTQREVAEVARVTEVTVRNRYKELVEKLGIKVPVT 300 
Pfu_TFB,   YVNKFADELGLSEKVRRRAIEILDEAYKRGLTSGKSPAGLVAAALYIASLLEGEKRTQREVAEVARVTEVTVRNRYKELVEKLKIKVPIA 300 
Pho_TFB-2  YIDKFADELEVSERVKRRALRLLNEAKDKGITSGKNPLGLAASILYIASLLEGERRTQKEIARVAGITEVTIRNRYKELVKELRIRV... 208 
Pfu_TFB-2  YVDKFADELELSERVRRRTVDILRRANEEGITSGKNPLSLVAAALYIASLLEGERRSQKEIARVTGVSEMTVRNRYKELVMKLGLKSLWW 283 
Consensus  YVNKFADELGLSEKVRRRAIEIL EAY RGLTSGKSPAGLVAAALYIASLLEGEKRTQREVAEVARVTEVTVRNRYKELVEKLGIKVP   284 
             #      #   #                #    # #                #   # # #  # 
Abb.4-37:  Alignment der TFB-Kopien aus P.furiosus, P.horikoshii und P.abyssi 
Das Alignment wurde mit ClustalX generiert. Der Konsensus und die Grauschattierungen wurden mit Bioedit 
hinzugefügt. Pho: P.horikoshii, Pab: P.abyssi, Pfu: P.furiosus. TFB: In allen drei Arten sehr ähnliche "Standard-Kopie" 
von TFB; TFB-2: Zweite Kopie von TFB im Genom von P.horikoshii und P.furiosus. Namen der jeweilen TFB-Gene im 
Genom (Locus): Pab_TFB: PAB1912; Pho_TFB: PH1482; Pho_TFB-2: PH0864; Pfu_TFB: PF1377; Pfu_TFB-2: PF0687. 
Blaue Raute: Positionen, an denen die beiden TFB-2-Kopien aus P.furiosus und P.horikoshii einen identischen 
Aminosäureaustausch gegenüber den anderen drei TFB-Genen zeigen. 
 
TFB besteht grundsätzlich aus drei deutlich zu unterscheidenden Abschnitten: Einer N-terminalen 
Domäne mit einem Zinkfinger-Motiv (Zhu et al., 1996) und zwei C-terminalen direkten 
Wiederholungen ("direct repeats"). Dies gilt sowohl für Archaea, als auch Eukarya (bei Bacteria 
gibt es kein TFB). 
TFB ähnelt sich in den drei Pyrococcus-Arten sehr stark: Zum Beispiel beträgt die Länge 
einheitlich 300 Aminosäuren, und die theoretische Nettoladung in allen Fällen +13 (bei einem 
Umgebungs-pH von 7,6). Die Nettoladung von TFB-2 aus P.horikoshii beträgt dagegen +21, die 
von TFB-2 aus P.furiosus +23. Auch wenn Pho_TFB-2 (208aa) gegenüber Pfu_TFB-2 (283aa) 
stark verkürzt ist (der N-Terminus mit dem Zinkfinger-Motiv fehlt fast komplett), gibt es eine Reihe 
Indizien, dass es zu der Genduplikatur vor der Abspaltung beider Arten kam, und dass das TFB-2-
Gen zumindest eine Zeit lang eine wichtige Rolle im Zellstoffwechsel gespielt hat, so dass sich 
Anzeichen für die Einwirkung positiven (konservierenden) Selektionsdruckes auf die 
Aminosäuresequenz feststellen läßt: An insgesamt 21 Aminosäurepositionen ist ein identischer 
Austausch gegenüber den drei übrigen (Standard-)TFB-Genen zu beobachten (im Alignment mit 
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einer blauen Raute markiert). Dies ist ein starkes Argument für das Auftreten der Genduplikatur 
bereits zu einem frühen Zeitpunkt in dem gemeinsamen Vorläufer. Bei 14 dieser Positionen handelt 
es sich zudem um einen "ähnlichen" Austausch im engeren Sinne, was ein wichtiger Hinweis auf 
eine aktive Rolle der untersuchten Gene im Zellstoffwechsel beziehungweise im Rahmen der 
Transkription darstellt (interessanter Weise sind auch viele der zwischen Pho_TFB-2 und Pfu_TFB-
2 ausgetauschten Positionen "ähnlich"). 
Folgende Grafik verdeutlicht die erwähnten Ladungsunterschiede zwischen den TFB-Kopien: 
 
TFB aus P.furiosus: 
 
 
TFB-2 aus P.furiosus: 
 
 
Abb.4-38: Vergleichende Darstellung der Struktur und Ladungsverteilung in TFB und TFB-2 
1.Zeile: Kombinierte Darstellung von bekannten Funktionsabschnitten und Positionen von Cystein / Histidin-Resten zur 
Lokalisierung des Zinkfinger-Motivs (hier vom C4-Typ: CXXCX15-17CXXC, wobei "X" für eine beliebige Aminosäure 
steht). Die beiden grau schattierten Pfeile deuten die beiden C-terminalen "direct repeats" an. Die für TFB bekannten 
Bereichsgrenzen wurden auf TFB-2 übertragen. 2.Zeile: Blau – basische Aminosäuren, rot – saure Aminosäuren. 
3.Zeile: Darstellung der Ladungsverteilung, wobei n für die Anzahl Aminosäuren steht, die für die jeweilige Berechnung 
herangezogen wurden. 
 
Obwohl die Unterschiede im Ladungsmuster auf den ersten Blick nicht sehr ausgeprägt zu sein 
scheinen, wird die bei TFB-2 gegenüber TFB stark erhöhte positive Ladung hauptsächlich durch die 
veränderte N-Terminale Domäne verursacht, wenn man die Ladung der N-terminalen und der C-
terminalen Hälfte der Proteine errechnet: TFB [+3 / +10] gegenüber TFB-2 [+12 / +11]. 
 
Zusammenfassend läßt sich sagen, dass die beiden TFB-2-Gene (bzw. die resultierenden Proteine)  
der beiden Pyrococcus-Arten in Ladung und Sequenz recht ähnlich sind, und dass sie 
wahrscheinlich aktiv sind. Im Gegensatz zu Pho_TFB-2, wo die N-terminale Domäne weitgehend 
deletiert ist, besitzt Pfu_TFB-2 jedoch fast die gleiche Größe wie das Standard-TFB. Zwar täuscht 
der bloße Vergleich der Länge der Aminosäuresequenz etwas, weil Pfu_TFB-2 innerhalb der N-
terminalen Domäne zwei größere Deletionen aufweist, die teilweise durch eine zusätzliche, 10 
Aminosäuren lange und nicht zu den übrigen TFB-Genen homologe Region kompensiert wird. Wie 
aus der Grafik zu entnehmen ist, bleibt das Zinkfinger-Motiv jedoch unversehrt, so dass hier die 
gegenüber TFB wesentlich veränderte N-terminale Domäne weiterhin für potentielle Protein-DNA- 
oder Protein-Protein-Wechselwirkungen zur Verfügung steht. Da aber selbst TFBC (also ein TFB, 
das nur aus den beiden C-terminalen Repeats besteht) in der Lage ist, an die DNA in der Nähe der 
TATA-Box zu binden (Qureshi & Jackson, 1998), scheint es fast zwingend, dass dieses Protein eine 
Funktion im Rahmen der Transkription hat, wie zum Beispiel die Beteiligung an der Transkription 
einer speziellen Teilmenge von Genen  (Soppa, 1999) oder eine allgemein "modulierende" Wirkung 
auf Transkription durch ein Konkurrieren um gemeinsame Bindestellen mit dem Standard-TFB. 
Dass TFB-2 keine so prominente (sondern eher "ergänzende") Rolle wie TFB zukommt, deutet sich 
in dem Fehlen des Genes in P.abyssi an. Da schon der gemeinsame Vorläufer von P.furiosus und 
P.horikoshii das zweite Gen besessen hat, und P.abyssi einen (späteren) gemeinsamen Vorläufer 
mit P.horikoshii besessen hat (siehe Stammbaum [4-18,a)]), muß das Gen im Verlauf der Evolution 
zu einem relativ späten Zeitpunkt inaktiviert  oder deletiert worden sein (in diesem Fall ließen sich 
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auch mit einer "lokalen BLAST-Suche" (siehe [8.3]) keine eindeutigen Spuren der zweiten TFB-
Kopie identifizieren). 
TFB-2 (PF0687) aus P.furiosus wurde zwar im Rahmen dieser Arbeit kloniert und einer 
Testexpression unterzogen. Da das resultierende Protein mit ca. 26 kDa jedoch zu stark von dem 
theoretischen Molekulargewicht von 33 kDa abwich, wurden praktische Versuche mit diesem 
Protein zugusten anderer Experimente zurückgestellt.  
Auf TFB mit seinen drei Domänen wird noch einmal unter 4.11.1.2 ("Far Western Blotting") näher 
eingegangen.   
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4.9 Klonierung der Untereinheiten der DNA-abhängigen RNA-Polymerase 
Zu Beginn dieser Arbeit lag das Genom von Pyrococcus furiosus noch in einer recht 
fehlerbehafteten, unannotierten Rohfassung vor, was jedoch trotzdem einen großen Fortschritt für 
die Erforschung von P. furiosus darstellte. Dass das Genom der Schwesterart P.horikoshii zu 
diesem Zeitpunkt schon recht gut aufbereitet war und viele Informationen über eine (inzwischen 
stark abgeänderte) Webseite im Internet bereitgestellt wurden (http://www.bio.nite.go.jp/ngac/e-
home/ot3-e.html),  erleichterte die Identifizierung einer Reihe von RNAP-Untereinheiten im 
Genom, die anschließend gezielt in geeignete Expressionsvektoren kloniert werden konnten. 
Auch aus der Literatur waren schon Daten über die archaeelle RNAP-Gene vorhanden, z.B. für 
Sulfolobus acidocaldarius (Lanzendörfer et al., 1994). 
Als Expressionssystem wurde die schon in der Arbeitgruppe etablierte Kombination von so 
genannten pET-Vektoren (Novagen, Inc.) in Verbindung mit E.coli-BL21(DE3)- 
Expressionsstämmen gewählt (siehe [3.1]). Die Transformation des Ligationsansatzes (bzw. den 
erfolgreich ligierten Vektoren inklusive der inserierten RNAP-Gene) erfolgte in der Regel in E.coli 
JM109, einem Sicherheitsstamm, aus dem die Plasmide in hoher Kopienzahl für Sequenzierung und 
anschließende Transformation in BL21(DE3) präpariert wurden. 
Zum Einsatz kamen neben pET-14b und pET-15b auch das Plasmid pET-17b 
(http://www.merckbiosciences.de/g.asp?f=NVG/pETtable.html). Während die beiden erst 
genannten Vektoren ein rekombinantes Protein mit zusätzlichem Fusionsanteil liefern, enthält das 
bei pET-17b resultierende, überexprimierte Protein nur die eigentliche Gensequenz.  Letzteres ist 
von Vorteil, wenn das Protein relativ leicht gereinigt werden kann, bzw. ein individuelles 
Reinigungsschema erarbeitet werden soll. Da das rekombinante Protein von der 
Aminosäuresequenz her (und somit auch mehr oder weniger in der 3D-Struktur) identisch mit dem 
entsprechenden Protein aus dem Original-Organismus (also in diesem Fall P.furiosus) ist,  entfallen 
mögliche Interferenzen mit dem zusätzlichen Fusionsanteil.  
Zu einem späteren Zeitpunkt im Verlauf des RNA-Polymerase-Projektes wurde zusätzlich das 
Plasmid pET-33b(+) verwendet, das ähnlich wie pET-14b und pET-15b eine N-terminale 
Zusatzsequenz mit "His6 –Tag" für die Reinigung nach einem vereinfachten Reinigungsschema per 
Nickel-Säule auf der Basis von Affinitätschromatographie bietet. Allerdings ist der Fusionsanteil 
bei pET-33b(+) nicht 20, sondern 25 Aminosäuren lang, da hier eine 5 Aminosäuren lange 
Erkennungssequenz für radioaktive Markierung mit Proteinkinase A enthalten ist. 
Die PCR wurden vor allem bei den Genen für die größeren Untereinheiten mit DNA-Polymerasen 
durchgeführt, die über eine (im Vergleich zur Standard-Taq-DNA-Polymerase) erhöhte 
Korrekturlesefunktion aufweisen, wie z.B. Pfu-DNA-Polymerase. Restriktionshydrolyse, Ligation, 
Transformation erfolgte mit den üblichen molekularbiologischen Methoden entsprechend den 
Angaben des Herstellers.  
4.10 Expression und Reinigung der RNA-Pol-Untereinheiten 
Die Überexpression der gewünschten rekombinanten Proteine in E.coli BL21(DE3) erfolgte über 
Induktion mit dem Substrat-Analogon IPTG. Dieses verändert die Konformation eines Repressors, 
der daraufhin die Ablesung des Genes für die ins E.coli-Genom eingeschleuste T7-RNA-
Polymerase aktiviert, welche anschließend die in die pET-Vektoren eingefügten Gene so stark 
transkribiert, dass der Zellstoffwechsel fast vollständig auf die Produktion des Fremdproteins 
umgestellt wird. Folgende Abbildung zeigt eine Auswahl der exprimierten und gereinigten Proteine: 
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Abb.4-39: Gegenüberstellung rekombinanter RNAP-Untereinheiten und der nativen RNAP 
Denaturierendes Gradientengel (8 – 15% PA,  0,1% SDS), Coomassie-Färbung.  
1: Standard, 2 – 3: Untereinheiten B und A' (aus einer nativen RNAP-Präparation; Banden aus einem 6%'igen SDS-Gel 
ausgeschnitten und eluiert; A' liegt jedoch auch rekombinant vor); 4: - 12: rekombinante Untereinheiten A'', D, E', F, L, 
H, N, K, P. N und P wurden TCA-gefällt, um eine bessere Darstellung zu erreichen. 13: nativ aus P.furiosus gereinigte 
RNAP. Die Untereinheiten wurden nach ihrem theoretischen Molekulargewicht in absteigender Reihenfolge sortiert.  
 
Untereinheit P (Spur 12) wurde mir freundlicher Weise zur Verfügung gestellt (von Kampen, 
2003). Wie bei den anderen rekombinanten RNAP-Untereinheiten (UE) handelt es sich um die 
Version inklusive Fusionsanteil, welcher ein im Vergleich zum nativen Protein (Banden in Spur 13) 
erhöhtes Molekulargewicht und folglich ein langsameres Wandern im elektrischen Feld bei der 
Elektrophorese bewirkt. Während besonders bei den größeren UE ein Zuordnung von 
rekombiantem und nativen Protein gut möglich ist, fällt dies bei den kleineren UE schwerer, was 
vermutlich am relativ starken Einfluß der 25 Aminosäuren langen Zusatzsequenz liegt: Während 
deren Anteil beispielsweise bei der D-Untereinheit mit normalerweise 261 Aminosäuren 8,7% 
beträgt, liegt sie bei der kleinsten Untereinheit P mit 49 Aminosäuren schon bei ca. 33% des 
resultierenden Fusionsprotein. Aus diesem Grund ist die optionale (teilweise) Abtrennung des His6-
Tags per Thrombin-Schnittstelle vorgesehen. Untereinheit P zeigt darüber hinaus ein zusätzlich 
atypisch langsames Laufverhalten in der Elektrophorese, was durch ihre positive Ladung (ca.+9) 
bedingt ist, welche die negative Ladung des SDS teilweise kompensiert. 
Aber auch wenn man die genannten Molekulargewichtsdifferenzen einkalkuliert, bleiben für die 
Zuordnung von 5 kleinen Untereinheiten (bzw. 6 mit F) nur 4 gut erkennbare Banden in der native 
gereinigten RNAP-Präparation (Spur 13) übrig. Für P konnte durch direkten Vergleich des 
Laufverhaltens einer rekombinanten Version ohne Fusionsanteil (pET-17b, s.oben) eine Zuordnung 
zur zweituntersten Bande vorgenommen werden, die vermutlich auch die Untereinheit N enthält. 
Dass die obere Bande im Bereich von 12,5 kDa allerdings auch Untereinheit F enthält, war ein 
(kürzlich aus Western Blotting-Experimenten resultierender) überraschender Befund (siehe [Abb.4-
57]). Zuvor mußte davon ausgegangen werden, dass F möglicherweise während eines der Schritte 
bei der Reinigung der nativen RNA-Polymerase aus P.furiosus verloren geht, und folglich in der 
Darstellung fehlt.  
 
Eine deutliche Zunahme der bei der Expression resultierenden Menge an rekombinantem Protein 
konnte durch den Wechsel des Expressionsstammes von einem Standard-BL21(DE3)-Stamm hin zu 
einer Variante mit zusätzlichen tRNA-Genen für in E.coli normalerweise seltene Codons erreicht 
werden:  
BL21-CodonPlus ™-RIL (Stratagene, Inc.; http://www.stratagene.com/vol12_2/p49-51.htm) 
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Die folgende Tabelle zeigt die Häufigkeit in E.coli seltener Codons in Genen, die im Rahmen dieser 
Arbeit oder in der Arbeitgruppe von Prof.Dr.M Thomm kloniert wurden, bzw. allgemeine 
Bedeutung für die Transkription in P.furiosus besitzen: 
 
 AGG Arg) AGA (Arg) CGA (Arg) CTA (Leu) ATA (Ile) CCC (Pro) % gesamt 
rpoB (PF1564) 21 (18,8) 69 (61,8) 0 (0) 17 (15,2) 34 (30,4) 10 (9,0) 13,5 
rpoA1 (PF1563) 15 (16,5) 56 (61,7) 0 (0) 11 (12,1) 28 (30,9) 8 (8,8) 13,0 
rpoA2 (PF1562) 9 (22,7) 13 (32,7) 0 (0) 5 (12,6) 11 (27,7) 2 (5,0) 10,1 
rpoD (PF1647) 4  (15,3) 5 (19,2) 0 (0) 4 (15,3) 7 (26,8) 2 (7,7) 8,4 
rpoE1 (PF0256) 5 (26,5) 4 (21,2) 0 (0) 4 (21,2) 11 (58,2) 3 (15,9) 14,3 
rpoE2 (PF0255) 1 (16,4) 3 (49,2) 0 (0) 1 (16,4) 3 (49,2) 0 (0) 13,1 
rpoF (PF1036) 2 (16,7) 5 (41,7) 0 (0) 3 (25) 6 (50) 0 (0) 13,3 
rpoH (PF1565) 2 (24,4) 1 (12,2) 0 (0) 1 (12,2) 1 (12,2) 0 (0) 6,1 
rpoK (PF1642) 2 (35,1) 2 (35,1) 0 (0) 0 (0) 4 (70,2) 1 (17,5) 15,8 
rpoL (PF0050) 2 (21,1) 3 (31,6) 0 (0) 2 (21,1) 5 (52,6) 1 (10,5) 13,7 
rpoN (PF1643) 3 (42,9) 4 (57,2) 0 (0) 2 (28,6) 1 (14,3) 2 (28,6) 17,1 
rpoP (PF2009) 3 (61,2) 3 (61,2) 0 (0) 2 (40,8) 1 (20,4) 1 (20,4) 20,4 
TBP (PF1295) 4 (20,9) 3 (15,7) 0 (0) 2 (10,5) 4 (20,9) 0 (0) 6,8 
TFB (PF1377) 10 (33,3) 22 (73,3) 0 (0) 4 (13,3) 5 (16,7) 2 (6,7) 14,3 
TFB-2 (PF0687) 6 (21,2) 23 (81,3) 1 (3,5) 3 (10,6) 5 (17,7) 2 (7,1) 14,1 
LrpA (PF1601) 1 (7,1) 3 (21,3) 0 (0) 2 (14,2) 7 (49,6) 2 (14,2) 10,6 
TFE (PF0491) 0 (0) 14 (71,8) 1 (5,1) 2 (10,3) 4 (20,5) 0 (0) 10,1 
Phr (PF1790) 7 (34,7) 16 (79,2) 0 (0) 10 (49,5) 12 (59,4) 3 (14,9) 23,8 
TFS (PF0986) 5 (45,5) 4 (36,4) 0 (0) 0 (0) 3 (27,2) 2 (18,2) 12,7 
NusA (PF1560) 2 (13,8) 7 (48,3) 0 (0) 2 (13,8) 9 (62,1) 0 (0) 13,8 
NusG (PF1990) 2 (13,2) 5 (32,9) 0 (0) 2 (13,2) 5 (32,9) 3 (19,7) 11,2 
Tip49 (PF1847) 9 (20,4) 20 (45,4) 1 (2,3) 7 (15,9) 23 (52,2) 2 (4,5) 14,1 
Abb.4-40: In E.coli seltene Codons in für die Transkription relevanten Proteingenen in P.furiosus 
Fettgedruckte Zahlen: Frequenz des Codons im jeweiligen Gen. Zahl in Klammern: Codon-Frequenz umgerechnet auf 
1000bp (nach der Empfehlung von Stratagene kann es ab ca. 15 seltenen Codons / 1000 Codons zu Problemen bei der 
Expression kommen). 
 
Die folgende Darstellung verallgemeinert die Analyse der verwendeten Codons, indem alle in der 
aktuellen Genomdatei für P.furiosus (siehe [8.5])  Proteingene untersucht werden: 
 
Übersicht über die in 2065 Proteingenen aus P.furiosus verwendeten Codons (Codon Usage): 
Anzahl analysierter Gene: 2065;  Codons insgesamt: 583472 
A (Ala): GCA: 14424   GCC: 7999   GCG: 3441   GCT: 12350   
R (Arg): CGA: 719   CGC: 652   CGG: 432 CGT: 670 AGA: 16266   AGG: 12311 
N (Asn): AAC: 9851   AAT: 10376     
D (Asp): GAC: 9320   GAT: 16096     
C (Cys): TGC: 1309   TGT: 2164     
Q (Gln): CAA: 5565   CAG: 4627     
E (Glu): GAA: 28202   GAG: 23513     
G (Gly): GGA: 21607   GGC: 4477   GGG: 8196   GGT: 7242   
H (His): CAC: 4701   CAT: 4090     
I (Ile): ATA: 23707   ATC: 7932   ATT: 19018    
L (Leu): CTA: 10362   CTC: 9918   CTG: 4809   CTT: 14126   TTA: 11396   TTG: 8147 
K (Lys): AAA: 22179   AAG: 24833     
M (Met): ATG: 12758      
F (Phe): TTC: 10653   TTT: 15104     
P (Pro): CCA: 11594   CCC: 5362   CCG: 1768   CCT: 6215   
S (Ser): TCA: 5974   TCC: 3650   TCG: 1465   TCT: 5291   AGC: 6322   AGT: 5975 
T (Thr): ACA: 9284   ACC: 4430   ACG: 3339   ACT: 8682   
W (Trp): TGG: 7207      
Y (Tyr): TAC: 10721   TAT: 12496     
V (Val): GTA: 11174   GTC: 6198   GTG: 8065   GTT: 20608   
Stop: TAA: 692   TAG: 423   TGA: 990    
Abb.4-41: Frequenz der verschiedenen Codons (Codon Usage) in P.furiosus 
Pro Aminosäure wurde das häufigste Codon fett gedruckt. Die "seltenen Codons" in E.coli, für die BL21-CodonPlus ™-
RIL zum Zweck besserer Expression zusätzliche tRNAs enthält, wurden grau hinterlegt. 
(Die Daten wurden mit "GenbankAnalyse" berechnet). 
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Gut erkennbar ist, dass das Codon "AGA" für Arginin und "ATA" für Isoleucin in allen 
Proteingenen von P.furiosus am häufigsten vorkommt, und deshalb zusätzliche tRNAs sicherlich 
generell eine Verbesserung der Expression von Pyrococcus-Proteinen in E.coli bewirken.  
 
Unter [Abb.4-33] finden sich die Schilderungen von Erfahrungen bei der Expression von 
rekombinanten RNAP-Untereinheiten bei Pyrococcus furiosus unter den Aspekten "Löslichkeit" 
und "Hitzestabilität". 
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4.11 Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen 
Die wichtigste in dieser Arbeit zur Detektion von Protein-Protein-Wechselwirkungen eingesetzte 
Methode ist das "Far Western Blotting". Darüber hinaus wurden Bindungsstudien mit Hilfe von 
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese unter nativen Bedingungen, sowie mit Molekularsieb-
chromatographie durchgeführt. 
4.11.1 Bindungsstudien: Far Western Blotting-Experimente 
Das Far Western Blotting kann grundsätzlich in zwei unterschiedlichen Formen durchgeführt 
werden, die sich in der Art unterscheiden, wie die zu untersuchenden Proteine auf die 
Nitrocellulose-Membran gelangen: Erstens durch Auftropfen der Proteine auf die Membran, und 
zweitens durch Transfer der nach Größe aufgetrennten Proteine aus einem denaturierenden PA-
(Gradienten-)Gel auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran (Elektroblot). Das Dot Blotting hat 
vom Prinzip her den Vorteil, dass die aufgebrachten Protein-Mengen recht genau eingestellt werden 
können. Ein Nachteil ist, dass hier die zusätzliche Information über die Proteingröße fehlt. 
Außerdem bleiben eventuell vorhandene Kontaminationen der Protein-Präparation unentdeckt. Ein 
Nachteil beim Elektroblot der Proteine aus einem Gel auf die Membran ist, dass der Transfer je 
nach Größe, Form, Ladung und Isoelektrischem Punkt des Proteins, sowie der Prozentigkeit des 
PA-Geles unterschiedlich gut erfolgt. Erschwerend kann sich auch eine allgemein schlechte 
Löslichkeit der Proteine auswirken.  
Überdurchschnittlich gute Löslichkeit kann sich aber auch störend bei der Inkubation der 
Membranen in Blockierlösung bemerkbar machen, weil, falls ein oder mehrere Proteine die 
Tendenz zum vorzeitigen Ablösen besitzen, keine exakten Angaben über die Proteinmengen 
möglich sind. Dieser prinzipielle Nachteil gilt aber auch für andere Techniken wie z.B. den 
„klassischen“ Western Blot mit Antikörpern: Auch hier kann es zu unrealistisch schwachen 
Signalen kommen, falls sich das Protein samt gebundenem Antikörper während der Blockier- und 
Waschschritte noch vor der eigentlichen Detektion von der Membran ablöst. Als Kontrolle diente 
bei den hier gezeigten Protein-Protein-Bindungsstudien eine Ponceau S-Färbung, mit der jeweils 
ganz am Ende gezeigt wurde, dass sich wirklich Protein auf der Membran befunden hat (ein 
negatives Ergebnis wäre sonst wenig aussagekräftig). 
Abgesehen von der unterschiedlichen Präparation der Membran mit den Zielproteinen ist der 
Versuchsablauf für beide Methoden identisch: Eines der Proteine wird über die PKA-
Markierungsregion im Fusionsanteil (siehe [3.6.1]) spezifisch radioaktiv markiert, und dient im 
folgenden als „Sonde“, die ähnlich einem Antikörper in freier Lösung zugegeben wird. Die 
Zielproteine sind an eine Membran gekoppelt (meist Nitrocellulose), und werden in 
Blockierungslösung teilrenaturiert. An die, in die Flüssigphase hineinragenden Proteinanteile und 
die mutmaßlichen Bindedomänen kann die Sonde durch spezifische Interaktion binden. Falls die 
Wechselwirkung stark genug ist, bleiben die Proteine auch während der folgenden Waschschritte 
komplexiert, was (nach dem Trocknen der Membran) mit Hilfe einer Autoradiographie 
nachgewiesen werden kann. 
 
4.11.1.1 Far Western Dot Blotting 
Wie oben erwähnt, zeigte sich bald das Problem, dass die Untereinheiten der RNA-Polymerase bei 
Pyrococcus recht unterschiedlich gut löslich sind. Nachdem der Auftrag rechnerisch ähnlicher 
Proteinmengen in der Ponceau S-Färbung drastische Unterschiede gezeigt hatte, wurde bei späteren 
Experimenten eine Angleichung der Proteinmengen entsprechend der resultierenden Färbung 
vorgenommen (grundsätzlich muß einkalkuliert werden, dass die gebräuchlichen Farbstoffe 
Proteine teilweise etwas unterschiedlich gut anfärben; die Unterschiede in der Anfärbbarkeit 
wurden in diesem Fall als vernachlässigbar gering eingeschätzt). Hierzu wurde in Abhängigkeit von 
der Proteinkonzentration der jeweiligen Protein-Präparation bis zu viermal auf einen Punkt 
aufgetropft. Auch wenn sich in der Praxis gezeigt hat, dass mit der Far Western-Technik selbst bei 
recht stark abweichenden Proteinmengen vergleichende Ausssagen über die Affinität eines Proteins 
zu einem anderen Protein gemacht werden können, muß aus den oben genannten Gründen von einer 
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semi-quantitativen Methode gespochen werden. Für eine vollständig quantitative Aussage über das 
Bindungsverhalten zweier Proteine müßte das Ziel-Protein z.B. durch kovalente Bindung an eine 
feste Matrix gekoppelt werden. 
Um die relevanten Signale von Artefakten unterscheiden zu können, wurde jedes Zielprotein in 
Form zwei senkrecht übereinander angeordneten Spots (Punkte) aufgetropft. 
 
Aus Platzgründen können in diesem Abschnitt nicht alle Autoradiographien von Far Western Blots 
gezeigt werden – vor allem die Dot Blots wurden vielfach wiederholt und abgewandelt 
(verschiedene Proteinmengen wurden eingesetzt und z.B. die Trocknungsdauer und –temperatur der 
Membran variiert). Es handelt sich um eine Auswahl von Ergebnissen. Um Wiederholungen zu 
vermeiden, werden die Ergebnisse der beiden Varianten „Far Western Dot Blotting“ und „Far 
Western Blotting“ nur knapp kommentiert. Im Anschluß werden dann in einer Zusammenfassung 
alle Ergebnisse für jede Untereinheit beziehungsweise TFB und TBP diskutiert. 
 
RNAP-Untereinheiten, die als Sonde verwendet wurden: D, E’, F, H, K, L, N, K, P 
Bei den hier gezeigten Autoradiogrammen von Far Western Dot-Blots wurde wie beschrieben 
(siehe [3.6.4]) die Nitrocellulose-Membran direkt mit den verschiedenen Proteinlösungen betropft 
und anschließend getrocknet. Für eine leichtere Identifizierung und Zuordnung auf dem später 
aufgelegten Film bei der Autoradiographie wurden mit Hilfe einer Schablone alternierend jeweils 2 
Spots pipettiert. Die gleiche Schablone wurde nach dem Einscannen der Autoradiographien zur 
besseren Orientierung halbtransparent über die Fotos gelegt. 
Die großen Untereinheiten B, A’ und A’’ wurden nur als Zielprotein, nicht jedoch als Sonde 
verwendet. Während Untereinheit B in dieser Arbeit nicht kloniert wurde, sondern aus einem SDS-
Gel mit nativ gereinigter RNA-Polymerase ausgeschnitten und eluiert wurde (Zerkleinern der PA-
Gel-Stückchen und Schütteln in 0,1% SDS über Nacht; anschließend Entfernen des SDS durch 
einen Fällungsschritt, und Renaturierung in einem geeigneten Puffer), erfolgte die Klonierung von 
rpoA1 und rpoA2 zunächst in das Plasmid pET-14b (und nicht pET-33b), so dass hier im 
resultierenden rekombinanten Protein keine Erkennungssequenz für die radioaktive Markierung mit 
PKA vorhanden ist. 
 
D (rpoD) als Sonde: E’ (rpoE1) als Sonde:  F (rpoF) als Sonde: 
   
H (rpoH) als Sonde:  K (rpoK) als Sonde: L (rpoL) als Sonde: 
   
N (rpoN) als Sonde: P (rpoP) als Sonde: 
  
TFB als Sonde:  TBP als Sonde: 
  
 
Abb.4-42: Ausgewählte Ergebnissen aus Far Western Dot-Blot-Experimenten 
Zuordnung der Signale mittels der über den Spots angebrachten Bezeichnungen: B – P: RNAP-Untereinheiten aus 
P.furiosus. Pol: Nativ gereinigte (komplette) RNAP, TFB: archaeeller Transkriptonsfaktor B (homolog zu TFIIB bei 
Eukarya), TBP: archaeelles TATA-Box-Bindeprotein, TFE und TFS:  zwei weitere Transkriptionsfaktoren. 
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Die wiederholte Durchführung der Dot Blot-Experimente zeigte,  dass der gleichmäßig gute 
Zustand der verschiedenen Protein-Präparationen (in diesem Fall z.B. 16) für ein aussagekräftiges 
Ergebnis entscheidend ist, und die Anzahl von Auftau – und Gefrierzyklen möglichst gering 
gehalten werden sollten. Auch wenn es dem entsprechend leichte Variationen der gemessenen 
Bindungsstärken gab, waren die wesentlichen Ergebnisse sehr gut reproduzierbar.  
Eine der stärksten und spezifischsten gemessenen Bindungen war die zwischen Untereinheit E’ und 
F, was sich sowohl mit E’ und membrangebundenem F, also auch umgekehrt zeigte. Vor allem F 
scheint beinahe ausschließlich an E’ zu binden, wogegen die meisten übrigen markierten Proteine 
jeweils an mehrere Zielproteine banden. Teilweise mußte entschieden werden, welche Signalstärke 
noch als spezifisch, und welche als „Hintergrund“ einzustufen war. Wird H als Sonde verwendet, 
findet sich eine ähnlich eindeutige (und starke) Bindung an die Untereinheit A’’ wie F an E’, d.h. es 
sind sonst fast keine Signale erkennbar. Umgekehrt sind die Interaktionen der anderen markierten 
Proteine mit Untereinheit H als Zielprotein ausgesprochen gering (und A’’ ist schließlich momentan 
noch nicht als Sonde verfügbar). Die letztgenannten Beobachtungen müssen jedoch mit Vorsicht 
gehandhabt werden: Gerade rpoH ist ein „Problem-Protein“, das sich durch seine gute Löslichkeit 
während der Inkubations- und Waschschritte leicht von der Membran ablöst. Dieses (an der 
obligatorischen Ponceau S-Färbung erkennbare) unterschiedliche Verhalten von Proteinen ist in die 
Auswertung mit einzubeziehen. 
 
 
Abb.4-43: Ponceau S-Färbung einer Dot Blot-Membran: Optimierung der Proteinmengen 
Gefärbte Nitrocellulose-Membran mit aufgetropften Proteinen. Wegen der unterschiedlichen Protein-Eigenschaften 
wurde in einigen Fällen durch mehrfaches Auftropfen die Proteinmenge erhöht, um die unterschiedliche Neigung der 
Proteine zum Abdiffundieren von der Membran während der Inkubationsschritte auszugleichen (es wurde jeweils 
gewartet, bis der vorhergehende Tropfen getrocket war). Von links nach rechts Auftrag folgender Proteine: RNAP-
Untereinheiten B, A', A'', D, E', F, L, H, N, K, P, RNAP, TFB, TBP, TFE. Neben rpoH zeigte auch rpoB eine verstärkte 
Neigung zum Ablösen von der Membran, was bei letzterem aber vermutlich auch an dem Auftrag in denaturierter Form 
nach der Elution aus einem 6%igen SDS-Gel resultierte. Durch kurzzeitig erhöhte Temperatur bei der Trocknung (42°C 
bzw. 50°C) konnten in beiden Fällen bessere Ergebnisse erzielt werden.  Proteine, bei denen die Auftragsmenge erhöht 
wurde, waren besonders A', A'', F, H, TFE und in geringerem Maße B, P und RNAP. Bei den übrigen Proteinen war die 
Neigung zum Ablösen von der Membran gering.  Insgesamt wurden Proteinmengen im Bereich von 0,5 – 3µg 
augetragen.  
 
Andererseits hat sich unter anderem bei Untereinheit B gezeigt (die aus einem SDS-Gel eluierten 
Protein-Mengen beziehungsweise die bis zur finalen Ponceau S-Färbung auf der Membran 
verbliebenen Protein-Mengen waren in einigen Fällen recht gering), dass, falls zwei Proteine 
tatsächlich eine hohe Affinität zueinander besitzen, trotzdem ein starkes Signal resultiert, selbst 
wenn sich nur noch Spuren des Proteins auf der Membran befinden. Hier zeigt sich das Far Western 
Blotting ähnlich sensitiv wie ein "klassischer" Western Blot.  
An dritter Stelle sind die Interaktionen des DLNP-Komplexes (gemeint ist D-L-N-P – die 
diskutierten Proteinkomplexe werden im folgenden meist ohne Bindestrich geschrieben) zu nennen, 
wobei auch die große Untereinheit B mit ins Spiel kommt, an die diese Gruppe kleinerer Proteine 
hauptsächlich assoziiert ist. 
Untereinheit K und TBP lieferten grundsätzlich schwache Signale, was bei TBP vielleicht dadurch 
bewirkt wird, dass dieses Protein im nativen Zustand stabile Dimere bildet, bei denen einige 
Bereiche des Proteins von möglichen weiteren Interaktionen ausgeschlossen bleiben. Für K hatten 
die geringen Signalstärken zur Folge, dass aufgrund der Versuchsergebnisse bis zum Abschluß 
dieser Arbeit nicht mit Sicherheit gesagt werden konnte, an welche anderen RNA-Pol-Untereinheit 
rpoK bindet (von der 3D-Struktur kommen A'', A', E' und eventuell sogar B in Frage; siehe 
Zusammenfassung der Ergebnisse der Far Western Blot-Experimente [Abb.4-47]). Allerdings 
konnte bei einer TFB-Variante mit leichten N- und C-Terminalen Deletionen eine etwas stärkere 
Interaktion mit K beobachtet werden (siehe [4.11.1.2], weiter unten). 
H (rpoH) 
B (rpoB)
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Mit TFB als Sonde wurden in einigen Fällen ähnlich geringe Bindungen detektiert, was in diesem 
Fall allerdings vor allem an der (trotz Blockierungslösung erfolgenden) großflächigen, 
unspezifischen Anlagerung von TFB an die Nitrocellulose-Membran lag. Möglicherweise hätte man 
hier mit PVDF-Membran bessere Ergebnisse erzielt. Allerdings lieferten TFB vor allem bei aus 
einem PA-Gel transferierten Zielproteinen trotzdem genügend deutliche Signale. 
Das in dieser Versuchsreihe mit auf die Membranen aufgetragene TFE (Voss, 2003) und TFS (aus 
M.jannaschii) ergab in keinem Fall ein deutliches, verwertbares Signal.   
  
Da die Interaktion der RNA-Polymerase mit den Transkriptionsfaktoren einer der wichtigsten 
Schritte bei der Bildung eines Initiationskomplexes (im Rahmen der Initiation der Transkription)  
darstellt, wurden weitere Untersuchungen bezüglich potentieller Wechselwirkungen von TBP und 
TFB mit einzelnen RNAP-Untereinheiten unternommen: 
 
   
 
Abb.4-44: Far Western Dot Blotting-Experimente: TBP- und TFB-Verdünnungsreihe 
Es wurden jeweils 10 Verdünnungreihen für TBP und TFB auf separate Nitrocellulose-Membranen aufgetropft, so dass 
diese mit allen bisher verfügbaren, radioaktiv markierbaren Proteine inkubiert werden konnten. Die Fotos der 
resultierenden Autoradiographien wurden entsprechend der beobachteten Signalstärken absteigend sortiert. a) TBP-
Verdünnungsreihe: 1:1 (1,2µg) bis 1:38,4 (31ng), b) TFB-Verdünnungsreihe:  1:1 (2µg) bis 1:38,4 (52ng). Jeweils links 
neben den Autoradiographien Angabe des als Sonde verwendeten Proteins (D, E', F, H, K, L, N, P: Untereinheiten der 
RNAP, sowie TBP und TFB). Menge eingesetzten Sondenproteins: TFB und rpoD: 1,2µg; TBP, rpoE1: 1µg, rpoF: 0,6µg; 
rpoL, rpoH, rpoN, rpoK: ca. 0,5µg; rpoP: 0,2µg. 
 
Die Entscheidung, für diesen technisch umfangreichen Versuch (mit insgesamt 20 separaten, 
parallel durchgeführten Far Western Dot-Blotting-Experimenten) TBP und TFB an die 
Nitrocellulose-Membran gekoppelt (und nicht als Sonde) zu verwenden, war die zu erwartende 
höhere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (beide Proteine binden recht gut an die Membran, so dass 
die Verdünnungsreihen wirklich die angegebenen Proteinmengen enthalten; bei TBP entfällt 
vermutlich teilweise das oben geschilderte Problem der Dimerisierung; bei TFB wird das Problem 
einer unspezifischen Bindung an die Nitrocellulose-Membran umgangen und die 
Wahrscheinlichkeit von (für Bindungsstudien ungünstigen) intramolekularen Wechselwirkungen 
verringert (siehe Erläuterungen zu [Abb.4-46] im Text).  
Die Sortierung der jeweiligen Ergebnisse nach Signalstärken ergab folgende, nach abnehmenden 
Protein-Protein-Wechselwirkungen sortierte Reihen: 
 TBP: P, N, TFB, E', K, D, H, TBP, F, L 
 TFB: TFB, P, N, D, E', K, TBP, H, F, L 
Obwohl die entsprechend [Abb.3-01, b)] durchgeführte Kontrolle der 10 verschiedenen 
Markierungsreaktionen ergeben hatte, dass rpoL etwas schwächer als die meisten übrigen Proteine 
markiert war, ergibt sich hier eindeutig eine minimale Affinität sowohl zu TBP als auch zu TFB. 
a) b)
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Das Ergebnis paßt gut zu den übrigen Versuchen mit L als Sonde (siehe [Abb.4-42]). Somit 
scheidet rpoL (zumindest auf Basis der hier unternommenen Bindungsstudien) als Kandidat für 
Wechselwirkungen mit TFB und TBP im Rahmen des weiter unten diskutieren "erweiterten 
Interface der archaeellen RNAP" aus. rpoP (als weiterer Bestandteil des DLNP-Komplexes) nimmt 
bei den Protein-Protein-Wechselwirkungen sowohl bei TBP als auch TFB eine herausragende 
Position ein (die starke Bindung von TFB an sich selbst dagegen könnte die gleiche Ursache haben, 
wie die – zumindest für TFIIB bei Eukarya nachgewiesene  (siehe oben und [Abb.4-46])  Neigung 
zu intramolekularen Wechselwirkungen des N-Terminus mit dem C-Terminus, und ist deshalb in 
diesem Zusammenhang nicht so interessant). 
Anschließend folgt rpoN, welches auch zum DLNP-Komplex gehört, allerdings eigentlich 
(entsprechend der eukaryotischen 3D-Struktur der RNAP)  nicht mehr in direkter "Reichweite" von 
TFB/TBP liegt.  Zusammenfassend kann man sagen, dass Kontakte von rpoK und rpoE1 mit 
Komponenten des Präinitiationskomplexe aus der Literatur bekannt sind, beziehungsweise vermutet 
werden, was die hier detektierten Signale plausibel erscheinen lassen würde. rpoF zeigt nur 
schwache Bindungen, obwohl (aufgrund der hohen  Beweglichkeit des "Keils" aus rpoE' und rpoF)  
ein Kontakt durchaus denkbar wäre; siehe [Abb.4-50]).  
rpoD schließlich zeigt genügend starke Interaktionen sowohl mit TFB als auch mit TBP, dass seine 
potentielle Beteiligung am archaeellen "RNAP-Interface" zusammen mit anderen Komponenten des 
DLNP-Komplexes weiter unten diskutiert werden kann. 
 
4.11.1.2 Far Western Blotting 
Die Technik des Far Western Blottings ist in bezug auf Blockier-, Markierungs- und Waschschritte 
identisch mit dem Far Western Dot Blotting. Allerdings sind die Zielproteine nach Auftrennung in 
einem PA-Gradientengel mit 0,1% SDS bzw. nach dem Elektroblot schon vollständig denaturiert, 
wenn sie an die Membran binden. Dies ist kein Nachteil, weil während der (in der Regel über Nacht 
durchgeführten) Blockierung der Membran genügend Zeit für die nötige partielle Renaturierung ist. 
Einerseits erhält man gegenüber einem Dot Blot eine zusätzliche Information bezüglich Größe und 
eventuell vorhandene Nebenbanden. Die nativ gereinigte, hier in ihre Untereinheiten aufgetrennte 
RNA-Polymerase zeigt in den meisten Fällen markierte Banden auf der gleichen Höhe, wie die 
rekombinanten Untereinheiten, und dient auf diese Weise als Kontrolle. Andererseits besteht aber 
auch das Problem, dass je nach Größe, Form, Ladung, Löslichkeit etc. unterschiedlich viel Protein 
im Gel zurückbleibt, so dass die später auf der Membran nachweisbaren Proteinmengen nicht 
unbedingt exakt denen entsprechen, die auf das SDS-Gel aufgetragen wurden.  
 
D (rpoD) als Sonde: L (rpoL) als Sonde: 
  
( Legende: siehe folgende Seite ) 
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TFB als Sonde: TBP als Sonde: 
  
 
Abb.4-45: Ergebnisse aus Far Western Blotting-Experimenten mit rpoD, rpoL, TFB u. TBP als Sonde 
Std.: Molekulargewichtsstandard, RNA-Pol.: nativ gereinigte RNAP,  B: aus einem 6%igen SDS-Gel extrahierte 
Untereinheit B der nativen RNAP, A' – P: Untereinheiten der RNAP; denaturierendes PA-Gradientengel (PA 8-15%, 
0,1% SDS).  
 
Zu Einsatz kam bei den dargestellten Experimenten jeweils ein denaturierendes PA-Gradientengel, 
aus dem die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran per Elektroblotting transferiert 
wurden. 
Die beiden Filme der Far Western Blots mit Untereinheit D und L als Sonde bestätigen mit 
kräftigen Signalen die Ergebnisse der entsprechenden Dot Blotting-Experimente (Interaktionen 
innerhalb des DLNP-Komplexes, der hauptsächlich über die viertgrößte Untereinheit D an die 
größten Untereinheit B bindet). Während D (ähnlich wie auch bei einigen anderen Proteinen) trotz 
seiner guten Löslichkeit Komplexe mit weiteren rpoD-Molekülen bildet und deshalb an der 
entsprechenden Position auf dem Film eine starke Schwärzung verursacht, scheint L kaum an 
andere L-Untereinheiten sondern hauptsächlich an D zu binden. Dies paßt recht gut zu den Nativ-
PAGE-Ergebnissen mit Untereinheit D und L, wo markiertes D eine diffuse „Wolke“ bildet, 
während markiertes L eine scharfe Bande liefert (siehe [Abb.4-53] , [Abb.4-54]). 
Das Signalmuster auf den Filmen der Far Western Blots mit TFB und TBP als Sonde schien 
zunächst etwas überraschend, weil eine starke Bindung an A’’ und E’ in den Dot Blot-
Experimenten nicht so klar sichtbar war. Die weitere Analyse mit Hilfe der eukaryotischen 3D-
Struktur und den im Anhang gezeigten Alignments zeigte (neben entsprechenden Literaturangaben) 
aber, dass eine Bindung an E’ durchaus plausibel wäre.  Zu dem starken Signal bei A’’ ist zu sagen, 
dass ein entsprechender Kontakt in einem korrekt zusammengesetzten Initiationskomplex nach 
bisherigen Vorstellungen ziemlich unwahrscheinlich ist, weil sich A'' gemeinsam mit rpoH auf der 
gegenüberligenden (bezogen auf die DNA stromabwärts gelegenen) Seite der RNAP befinden, also 
deutlich außerhalb der Reichweite der "Interface-Seite" der RNAP, was auch Ergebnisse aus 
aktuelle Crosslinking-Experimente zeigen, in denen der genaue Weg der DNA durch die RNAP aus 
P.furiosus untersucht wurde (Bartlett et al., 2003). Dieses Ergebnis wird also erstmal zur Kenntnis 
genommen, bis weitere Daten vorliegen.  
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Abb.4-46: Far Western Blot mit rpoD und rpoK als Sonde gegenüber teilweise deletiertem TFB 
Ziffern 1-7 in a) – c): 1: Komplettes TFB, 2: TFB∆2-39, 3: TFB∆2-117, 4: TFB∆2-162, 5: TFB∆2-199, 6: TFB∆201-300,  
7:TFB∆2-39/283-300. a) Sonde rpoD; b) Sonde rpoK; c) Schematische Darstellung der unterschiedlich umfangreich 
deletierten Regionen. Schräg schraffiertes Rechteck: Fusionsanteil mit His6-Tag; obere Zeile mit Darstellung der Cystein- 
und Histidin-Reste; N, C: N- und C-Terminus; Zn: Zinkfinger-Motiv; Pfeile: "direct repeats"; WT: Wildtyp von TFB  
 
In den in [Abb.4-46] gezeigten Experimenten wurden sechs verschieden stark deletierte TFB-
Varianten (Goede, 1998) auf  Protein-Protein-Wechselwirkungen mit rpoD und rpoK geprüft. rpoD 
wurde aufgrund seiner aus anderen Far Western Blotting-Versuchen bekannten starken 
Wechselwirkungen mit TFB ausgewählt. Die Signale sind bei rpoD sehr kräftig (zum Vergleich: 
beide Filme wurden über Nacht aufgelegt, a) 30s,  b) 2min Entwicklungsdauer), bei rpoK dageben 
deutlich schwächer. Es scheint keine spezielle Region zu geben, die allein für die rpoD-TFB-
Bindung verantwortlich ist. Eher scheint eine allgemeine Affinität existieren, die vermutlich auch  
durch die entgegengesetzten Proteinladungen (TFB +13, rpoD –14) mitverursacht wird.  
rpoK wurde aufgrund von Literaturdaten eingesetzt, die auf einen Kontakt mit TFB hinweisen 
(Magill et al., 2001).  TFB scheint in Abwesenheit spezifischer Interaktionspartner (wie z.B. an die 
TATA-Box gebundenes TBP oder auch Aktivatorproteine) eine  spezielle Konformation 
anzunehmen, bei der es zu einer intramolekularen Anlagerung des N-Terminus an den zweiten 
"direct repeat" am C-Terminus kommt. Auf diese Weise sind bestimmte Binderegionen z.B. für die 
Pol II oder daran assoziiertes TFIIF blockiert. Erst die Wechselwirkung zum Beispiel mit einem 
"sauren Aktivator", weiteren Komponenten des Präinitiationskomplexes oder aber durch künstliche 
Deletion der für die intramolekulare Anlagerung von N- und C-Terminus verantwortlichen 
Regionen ergibt sich eine andere Konformation von TFB und die Freilegung von Bindedomänen 
(Roberts & Green, 1994). Dies könnte auch die Ursache für das oben gezeigte Ergebnis sein 
[Abb.4-46, c)]:  Das Entfernen des N-terminalen Zinkfinger-Motivs in Verbindung mit der Deletion 
eines Teils des zweiten "direkt repeats" könnte die intramolekulare Anlagerung verhindern, so dass 
sich eine stärke Bindung an dieses (relativ moderat) deletierte TFB als an den Wildtyp ergibt. Zwar 
gibt es Hinweise, dass gerade der N-Terminus von TFB mit seinem Zinkfinger-Motiv entscheidend 
für die Bindung von rpoK ist (Magill et al., 2001), jedoch könnte auch der direkt hinter dem 
Zinkfinger liegende Bereich ausreichend für eine erhöhte Affinität zu rpoK sein, was das im 
Versuch stärkste Signal bei TFB∆2-39/283-300 erklären würde.  
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4.11.1.3 Zusammenfassung der Far Western Blotting-Ergebnisse und Diskussion  
 
Zusammenfassung der in allen Far Western Blotting-Experimenten beobachteten Bindungsstärken  
 B A' A'' D E' F H K L N P TBP TFB Pol 
D  (rpoD) +++   ++     +++ + +++ ++ ++ + 
E' (rpoE1) (+)    (+) ++++  (+)   (+) ++ ++ ++ 
F (rpoF)     ++++      (+) (+) (+) + 
H (rpoH)   +++         +  +++ 
K (rpoK)        (+)  (+) (+) + +  
L (rpoL) (+)   +++     (+)  (+)   ++ 
N (rpoN) (+)   ++    (+)  (+) ++ ++ ++ +++ 
P (rpoP) ++   ++     + +  ++ ++ +++ 
TBP   ++*  +*      + + +  
TFB  +* ++* +* +*   +  (+) + ++ ++  
 * = Signale waren vor allem bei Transfer der Zielprotein aus einem PA-Gel erkennbar, deutlich schwächer jedoch beim "Dot Blotting" 
Abb.4-47: Tabellarische Übersicht der beobachteten Bindungsstärken beim Far Western Blotting 
Spalten: Untereinheiten der RNAP, TBP, TFB und die native RNAP, die auf einer Nitrocellulose-Membran fixiert wurden. 
Zeilen: Die mittelgroßen und kleinen Untereinheiten der RNAP, TBP und TFB, die (radioaktiv markiert) als Sonden 
eingesetzt wurden. Dass Sonden in einigen Fällen auch an sich selbst binden, wurde in vielen Experimenten beobachtet. 
Die Anzahl der Pluszeichen steht für die Stärke der gemessenen Protein-Protein-Bindungen. Da jedes Experiment 
leichte Abweichungen in der Verteilung der Signalstärken zeigt, handelt es sich hier um einen Durchschnittswert aus 
jeweils mehreren Versuchen. Ein Pluszeichen in Klammern steht für ein sehr schwaches Signal, das sich aber zumindest 
in einigen Versuchen von den Hintergrund-Signalen abgehoben hat. In die Bewertung wurden auch Ergebnisse aus 
Versuchen einbezogen, die Oliver von Kampen mit Untereinheit P als Sonde durchgeführt hat (von Kampen, 2003). 
 
Bei der Betrachtung der Daten in der oben gezeigten Tabelle fällt zunächst auf, dass die Far 
Western-Methode offensichtlich selektiv ist, und dass die als Sonde eingesetzten, radioaktiv 
markierten Proteine jeweils ein gegenüber den anderen eingesetzten Sondenproteinen individuelles 
Muster an Protein-Protein-Wechselwirkungen zeigen. 
Da die großen Untereinheiten B, A' und A'' (noch) nicht in einer, per Proteinkinase A-markierbaren 
Form vorliegen, konnten bisher nicht alle möglichen Kombinationen von Proteinen in beiden 
Richtungen (das heißt jeweils sowohl als Sonde, als auch als Zielprotein, fixiert auf einer Membran)  
geprüft und bestätigt werden.  
Weiter unten wird in einer ausführlichen Besprechung auf jede Untereinheit und die übrigen 
untersuchten Proteine eingegangen.  Trotzdem sei an dieser Stelle schon auf das Fehlen von 
Signalen in der Spalte mit H (rpoH) hingewiesen, was einerseits dadurch bedingt ist, dass zwar H 
gegenüber A'', nicht aber A'' gegenüber H als Sonde getestet wurde. Ein zusätzliches Problem stellte 
die gute Löslichkeit und das (schon weiter oben erwähnte) teilweise Ablösen des Proteins von der 
Nitrocellulose-Membran während der Inkubationschritte dar. 
Andererseits erschwert die Fülle von Signalen bei TBP und TFB zunächst die Interpretation (siehe 
aber auch die Erörterungen zu [Abb.4-44]. Auch wenn sich unter Einbeziehung der eukaryotischen 
3D-Struktur der RNAP viele Signale erklären lassen, scheint klar, dass die Bindung von TFB (und 
TBP) an  RNAP-Untereinheiten über multiple Kontakte  an mehrere Untereinheiten und nicht über 
den Kontakt zu einer einzigen Untereinheit erfolgt (was die in der Literatur beschriebenen 
bevorzugten Bindungen an K (rpoK) und die "Docking"-Region von Rpb1 (A' / rpoA1) nicht 
auschließt). 
 
Einer der großen Vorteile der Darstellung von 3D-Strukturen (z.B. des RNAP-Komplexes aus 12 
Untereinheiten bei S.cerevisiae) direkt am PC mit Hilfe geeigneter Programme (z.B. Cn3D 4.1)  ist 
die mögliche Auswahl individueller Betrachtungswinkel, Darstellungsarten und Teilstrukturen. Für 
die folgende Zusammenfassung und die Diskussion der jeweiligen Far Western-Versuchsdaten vor 
dem Hintergrund der eukaryotische 3D-Struktur erwies es sich als sehr nützlich, die beiden größten 
Untereinheiten Rpb1 und Rpb2 (und bei Bedarf noch weitere Untereinheiten) unsichtbar zu 
schalten. Auf diese Weise wurden mit dem Programm Cn3D 4.1 folgenden Detail-Grafiken der 
beiden Gruppen kleinerer Untereinheiten (ohne die Informationsfülle des restlichen RNA-Pol-
Komplexes) erstellt, wobei Rpb9 wegen seiner isolierten Position nicht mit enthalten ist: 
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Gruppe 1: 
 
Rpb3, Rpb10, Rpb11, Rpb12 als Entsprechung für den DLNP-Komplex bei Archaea 
 
 
Abb.4-48: 3D-Struktur des Rpb3-Rpb10-Rpb11-Rpb12 Komplexes (homolog zum DLNP-Komplex) 
Darstellung von Gruppe 1 der kleinerer Untereinheiten des eukaryotischen RNA-Pol-Komplexes. Blick von außen in 
Richtung Gesamtkomplex. Farbige Beschriftung: homologe Untereinheiten bei Archaea. Rpb8 besitzt kein Gegenstück 
im archaeellen RNAP-Komplex, befindet sich aber in räumlicher Nähe des gezeigten eukaryotischen Komplexes aus 4 
Untereinheiten. a) 3D-Darstellung mit Symbolen für α-Helix- und ß-Faltblatt-Strukturen. b)  3D-Darstellung mit gelb 
markierten Regionen mit starker Sequenz-Ähnlichkeit zu Archaea; blau mit geringer Ähnlichkeit. 
 
Diese Gruppe von RNAP-Untereinheiten sitzt dem im wesentlichen durch die beiden größten 
Untereinheiten Rpb1 und Rpb2 (bzw. rpoB, rpoA' und rpoA'' bei Pyrococcus) geformten 
"katalytischen Kern" des Enzymkomplexes peripher auf.  Der Kontakt zum Rest des 
Gesamtkomplexes wird hauptsächlich über Rpb2 (rpoB bei Pyrococcus) hergestellt. Etwa das 
rechte Drittel des in a) gezeigten Ausschnitts des 3D-Modells befindet sich in räumlicher Nähe zur 
größten Untereinheit Rpb1 (rpoA1) ,  so dass sowohl Rpb3 (rpoD) als auch Rpb11 (rpoL) für 
Kontakte mit Rpb1 (rpoA1) in Frage kommen (die Bindung von Rpb8 findet ausschließlich über 
Rpb1 statt). Während diese Interaktion für die (bei Eukarya immerhin drittgrößten) Untereinheit 
Rpb3 nur einen kleinen Teil der Bindungskapazität ausmacht, legt das 3D-Modell für Rpb11 eine 
intensive Bindung auch an Rpb1 nahe. Somit bildet vor allem der eng verzahnte D-L-Anteil des 
DLNP-Komplexes eine Art Brücke zwischen den beiden großen  Untereinheiten. Da die ähnliche 
Bedeutung des DLNP-Komplexes  als "Assembly platform" auch für Archaea bzw. M.jannaschii 
(Rpb3/11/10/12-Komplex bei S.cerevisiae) in Rekonstitutionsexperimenten nachgewiesen wurde 
(Eloranta et al., 1998; Werner & Weinzierl, 2002), wird vermutet, dass (neben der 
Sequenzhomologie der Aminosäuresequenz) auch die 3D-Struktur in vielen Details zwischen 
Eukarya und Archaea ähnlich ist, so dass diese Daten im folgenden zur Diskussion der Ergebnisse 
aus den Far Western–Experimenten herangezogen werden. So kann beispielsweise aus der 3D-
Struktur abgeleitet werden, dass für Rpb10 (rpoN) und Rpb12 (rpoP)  neben den Kontakten 
innerhalb des Viererkomplexes nur weitere Kontakte zu Rpb2 (rpoB), nicht aber zu Rpb1 (rpoA1) 
in Frage kommen. 
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Gruppe 2: 
 
Rpb4, Rpb5, Rpb6, Rpb7 als Entsprechung für rpoH, rpoK und den rpoE’/F-Komplex  
 
 
Abb.4-49: 3D-Struktur von Rpb5, Rpb6, Rpb7-Rpb4 (homolog zu rpoH, rpoK und rpoE1-rpoF) 
Darstellung von Gruppe 2 der kleinerer Untereinheiten des eukaryotischen RNAP-Komplexes. Blick von „vorn-links“ in 
Richtung Gesamtkomplex. Farbige Beschriftung: homologe Untereinheiten bei Archaea. a) 3D-Darstellung mit Symbolen 
für α-Helix- und ß-Faltblatt-Strukturen. b)  3D-Darstellung mit gelb markierten Regionen mit starker Sequenz-Ähnlichkeit 
zu Archaea; blau mit geringer Ähnlichkeit. Rote Linie: Grenze der bei Archaea viel kleineren Untereinheit rpoH.   
 
Von der hier mit "Gruppe 2" bezeichnete Ansammlung von kleinen RNAP-Untereinheiten bilden 
im engeren Sinn nur Rpb7 (rpoE1) und Rpb4 (rpoF) einen stabilen Subkomplex. Die Integration 
dieser beiden Untereinheiten in eine Kristallstruktur mit der vollständigen Anzahl aller 12 
Untereinheiten für S.cerevisiae ist ein wichtiger Beitrag zur Erforschung der Transkription 
(Armache et al., 2003). Dass für die Interpretation der Röntgenstruktur-Daten in bezug auf Rpb7 
und Rpb4 auch ein intensiver Abgleich mit den 3D-Daten des schon früher für M.jannaschii 
veröffentlichten E'-F-Komplexes (Todone et al., 2001) vorgenommen wurde, ist ein gutes Beispiel 
dafür, wie sich archaeelle und eukaryotische Transkriptionsforschung positiv ergänzen können.    
Nach bisherigen Erkenntnissen bildet der Komplex aus Rpb7 und Rpo4 eine keilförmige Einheit, 
die mit dem spitzen schmalen Ende über eine "Tasche" im Rest des RNAP-Komplexes ("Core") 
verankert ist (siehe [Abb.4-50]), wobei noch diskutiert wird, ob diese Bindung eher ein temporärer 
Übergangszustand oder dauerhafte Konfiguration in vivo darstellt (auf jeden Fall scheint die 
Bindung von Rpb4 an Rpb7 die Bindung von Rpb7 an die "Core-Polymerase" zu stabilisieren). 
Dass neben der, an der Verankerung dieses Zweierkomplexes hauptsächlich beteiligten Untereinheit 
Rpb1 in geringerem Maße auch Rpb2 und Rpb6 beteiligt sind, findet seine Entsprechung in 
besonders konservierten Proteinregionen, wie in [Abb.4-49, b)] gut an der gegenüber Archaea sehr 
ähnlichen Kontaktfläche zwischen Rpb6 (rpoK) und Rpb7 (rpoE1) erkennbar ist. Allerdings finden 
über Rpb6 (rpoK) nach bisherigen Erkenntnissen entscheidende Wechselwirkungen mit den 
Komponenten des Präinitiationskomplexes (vor allem TFIIB (TFB)) statt, was ein weiterer triftiger 
Grund für die dargestellten, hochkonservierten Regionen darstellt. 
 
Es ist offensichtlich, dass Wechselwirkungen zwischen Untereinheiten der "Gruppe 1" und "Gruppe 
2" extrem unwahrscheinlich sind: Die 3D-Struktur zeigt einen großen Abstand zwischen beiden 
oben dargestellten Untergruppen, der durch die großen Untereinheiten Rpb1 und Rpb2 ausgefüllt 
wird. Vor diesem Hintergrund werden an dieser Stelle die in der obigen Tabelle [Abb.4-47] 
gezeigten Ergebnisse stichwortartig kommentiert, um anschließend zu einem Fazit bezüglich der 
gemessenen Protein-Protein-Wechselwirkungen in Form einer Grafik zu kommen: 
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B (rpoB): Wurde nur membrangebunden, nicht aber als Sonde eingesetzt. Stärkste Interaktion mit 
rpoD und rpoP; mit rpoL und rpoN (als den übrigen Komponten des DLNP-Komplexes) 
viel geringer. Die Bindung an rpoE' ist sehr schwach aber nachweisbar, und betrifft die 
Verankerung des rpoE'-F-Komplexes an dem Rest der RNAP. 
A' (rpoA1): Insgesamt sehr spärliche Signale. Der Kontakt mit TFB, der nicht in allen Experimenten 
nachwiesen werden konnte, ist plausibel, weil rpoA1 die "Dock"-Domäne enthält, die aus 
der Literatur als eine für die Interaktion der RNAP mit den Komponenten des 
Präinitiationskomplexes (PIC) wichtige Region bekannt ist. 
A'' (rpoA2): Sehr starke Interaktion mit rpoH, was in guter Übereinstimmung mit dem 3D-Modell und 
der Literatur ist. Recht kräftige Signale bei TBP und TFB beim Far Western Blotting 
(Elektroblot aus dem denaturierenden PA-Gel): Diese Protein-Protein-Interaktionen 
kommen nach bisherigen Kenntnissen in vivo nicht vor, weil  A'' gemeinsam mit rpoH "auf 
der anderen Seite" des RNAP-Komplexes angeordnet ist. Möglicherweise liefern weitere 
Experimente eine Erklärung hierfür. 
D (rpoD): Eine der Untereinheiten, für die die meisten Kontakte zu unterschiedlichen Proteinen 
nachgewiesen wurden. Dies sind an erster Stelle die anderen Komponenten des DLNP-
Komplexes (und rpoD selbst, d.h. in Abwesenheit der übrigen Untereinheiten und 
insbesondere rpoL bildet rpoD irreguläre Komplexe mit sich selbst, siehe auch [Abb.4-54]).
Das Signal bei TFB bei Transfer aus dem denaturierenden PA-Gel würde die hier 
aufgestellte Theorie unterstützen, dass bei Archaea auch rpoD und rpoP (vielleicht sogar 
rpoN?) eine wichtige Rolle bei Kontakten zu Komponenten des PIC besitzen. 
E' (rpoE1): Sehr starke und spezifische Bindung an rpoF, was gut zu Literaturdaten, z.B. zum E'-F-
Komplex bei M.jannaschii  (Todone et al., 2001) paßt. Die Kontakte zu TBP und TFB 
erscheinen (zumindest für TFB) aufgrund bekannter Daten plausibel (bei Eukarya Rpb7 
(rpoE1) neben Rpb6 (rpoK) und der "Docking-Region" von Rpb1 (rpoA1) als wichtige 
"Interface-Regionen"). 
F (rpoF): Sehr starke und ausschließliche Bindung an rpoE1, was gut zur Tatsache paßt, dass rpoF 
nur vermittelt über rpoE1 Kontakt zum Rest der RNAP aufnimmt. 
H (rpoH): Neben dem starken Signal gegenüber rpoA2, wenn rpoH als Sonde eingesetzt wird keine 
weitere Bindungen an eine RNAP-UE. Erscheint sehr plausibel, weil rpoH (Rpb5) im 3D-
Modell der eukaryotischen RNAP eindeutig nur über den zu rpoA2 homologen Abschnitt 
von Rpb1 an den Rest des Enzymes gebunden erscheint. Allerdings neigte rpoH zum 
vorzeitigen Ablösen von der Nitrocellulose-Membran – was möglicherweise dazu geführt 
hat, dass einige weitere schwache Bindungen nicht detektiert werden konnten. Für das 
Signal bei TBP siehe Erläuterungen zu rpoA2. 
K (rpoK): Insgesamt sehr schwache Reaktionen. Wechselwirkungen mit TFB und TBP plausibel 
(siehe rpoE1). 
L (rpoL): Sehr starke und spezifische Reaktion mit rpoD (DL-Komplex). Die Bindung an rpoA1 / 
rpoB scheint aufgrund der im 3D-Modell sichtbaren Kontaktfläche und die vermutete 
"Brückenfunktion" des DL-Komplexes zwischen rpoB und rpoA1 zu schwach. Vielleicht 
liefern die Experimente mit der inzwischen verfügbaren rekombinanten Untereinheit B 
(persönliche Mitteilung, Naji, S.) eindeutigere Ergebnisse. Ähnlich wie bei N-P (siehe 
unten) läßt die 3D-Struktur auch für L-P wenn überhaupt, dann nur sehr schwache 
Wechselwirkungen vermuten (ein schwaches Signal bei Far Western Blotting ist jedenfalls 
erkennbar). 
N (rpoN): Die Hauptbindung erfolgt hier an rpoD, was plausibel ist, wenn man den DLNP-Komplex 
bedenkt. Prinzipiell gilt für eine potentielle N-P-Bindung das bei rpoL für den möglichen L-
P-Komplex gesagte. Allerdings sind bei rpoN die Signale gegenüber rpoP im Far Western 
Blot stärker. Für die postulierten Kontakte innerhalb des DLNP-Komplexes (bzw. 
Rpb3/11/10/12 bei Eukarya) müßte die 3D-Struktur genauer analysiert werden, als es mir 
möglich war (vor allem müssen dann auch die Seitenketten und nicht nur das Grundgerüst 
des 3D-Modells mit einbezogen werden; zweifelsfrei ist allerdings die zentrale Position von 
Rpb3 (rpoD), an das Rpb11 (rpoL), Rpb10 (rpoN) und Rpb12 (rpoP) angelagert 
erscheinen). Die recht starken Signale für TBP und TFB werden notiert, wenngleich eine 
tatsächliche Interaktion in vivo bzw. an einem korrekt geformten Initiationskomplex 
weniger wahrscheinlich als bei rpoP und rpoD erscheint, weil rpoN weiter abseits liegt. 
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P (rpoP): rpoP zeigt starke Bindungen an rpoD und rpoB, sowie etwas schwächere Bindungen an L 
und N, was schon weiter oben diskutiert wurde. Gegenüber TBP und TFB gab es ebenfalls 
starke Signale, was sich auch in den TBP- und TFB-Verdünnungsreihen zeigte.  
TBP: Sowohl für TBP als auch TFB gilt, dass die Fülle an gemessenen Signalen in Far Western 
Blotting-Experimenten (vor allem, wenn TBP beziehungweise TFB als Zielproteine 
membrangebunden eingesetzt werden) das resultierende Bindungsmuster etwas 
unspezifisch erscheinen läßt. Allerdings sind die meisten der detektierten Protein-Protein-
Wechselwirkungen bei näherer Betrachtung durchaus erklärlich, auch wenn einige Fragen 
offen bleiben (siehe Erläuterungen zu mutmaßlichen Kontakten zu rpoA2 und rpoH). Bei 
TBP und TFB handelt es schließlich um "hochkommunikative" Proteine, die auf die 
Vermittlung von Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Komponenten hin optimiert 
sind. Verglichen mit TFB zeigt sich ein ähnliches, aber in mancher Hinsicht 
eingeschränkteres Bindungsmuster, was ganz gut mit der geringeren Größe von TBP und 
mit der Reihenfolge korreliert, in der die Bindung an die Prototorelemente erfolgt (obwohl 
es anscheinend auch direkte TBP-RNAP-Kontakte gibt, wird doch ein Großteil der 
Wechselwirkung indirekt durch TFB vermittelt, welches erst nach TBP bindet, bevor die 
RNAP an den PIC rekrutiert werden kann.   
TFB: Bezüglich der Vielzahl von Wechselwirkungen siehe Kommentare zu TBP. Wie bei TBP 
haben sich einige Protein-Protein-Kontakte vor allem beim "Far Western Blotting" mit 
Transfer der Proteine aus einem denaturierenden PA-Gel auf die Membran und weniger 
beim Dot Blotting gezeigt. Besonders für TFB scheint wahrscheinlich, dass Interaktionen 
nicht nur mit der "Dock"-Region von rpoA1 (Rpb1), rpoK und dem flexiblen rpoE1, 
sondern auch mit in deren Richtung weisenden Abschnitten von Komponenten des DLNP-
Komplexes möglich sind. Während rpoL außen vor bleibt, sind vor allem rpoP und proD 
Kandidaten für entsprechende Kontakte. Bei Eukarya besitzen sowohl rpoD als auch rpoP 
ein Zinkfinger-Motiv an exponierter (und wahrscheinlich für Interaktionen verantwortlicher 
Position). Von den untersuchten Archaea besitzen 9 Arten ebenfalls dieses Motiv, bei 2 
Arten sind noch Teile erkennbar und bei den restlichen Arten (zu denen neben P.furiosus 
auch M.jannaschii gehört) ist das Motiv überhaupt nicht mehr vorhanden (siehe [8.1.3.4]). 
Es ist zu diskutieren, ob dies die Wahrscheinlichkeit für einen Kontakt mit TFB im 
Initiationskomplex verringert. rpoP dagegen besitzt bei allen untersuchten Arten ein 
komplettes Zinkfinger-Motiv. Die ebenfalls deutlichen Interaktionen von rpoN mit TFB im 
Far Western Blotting-Versuch sind auf der Basis der eukaryotischen 3D-Struktur nicht so 
leicht zu erklären – es es müßten hierfür weitergehende geometrische Abweichungen im 
archaeellen RNAP-Komplex gegenüber Eukarya postuliert werden (siehe Anmerkungen zu 
rpoN weiter oben). 
 
Abschließend noch eine grafische Darstellung der erörterten Protein-Protein-Wechselwirkungen: 
   
Abb.4-50: Schematische Darstellung von Bindungsstärken zwischen den RNAP-Untereinheiten 
a) Abbildung modifiziert nach (Cramer et al., 2001) und sinngemäß ergänzt nach (Armache et al., 2003). Zahlen 1 –12: 
Rpb1 – Rpb12 der Pol II aus S.cerevisiae. Die Dicke der Balken zwischen den Untereinheiten deuten die Intensität der 
Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den einzelnen RNAP-Untereinheiten auf der Basis des Umfangs der aus 
der Kristallstruktur ermittelten Kontaktflächen zwischen den Molekülen an. Der Rpb4/7-Komplex und die Dicke der 
hiermit verbundenen Balken wurde entsprechend den Angaben in (Armache et al., 2003) sinngemäß hinzugefügt 
(Verankerung des Rpb4/7-Komplexes hauptsächlich über die Bindung von Rpb7 an Rpb1 mit zusätzlichen, schwächeren 
Kontakten zu Rpb6 und Rpb2). b) Entsprechende Darstellung für P.furiosus, in der die Dicke der Balken in etwa der 
Intensität der mit Far Western Blotting-Experimenten ermittelten Bindungsstärken entspricht. Wie man sieht, konnten 
(abgesehen von den hier nicht eingezeichneten Wechselwirkungen mit TBP und TFB) mit dieser Technik hauptsächlich 
die Wechselwirkungen innerhalb des DLNP-Komplexes und mit der größten Untereinheit rpoB, die Bindung von H an A'' 
sowie der E'F-Komplex nachgewiesen werden. c) Abbildung aus (Armache et al., 2003): Die schematische Darstellung 
zeigt, wie der keilförmige Rpb4/7-Komplex über eine relativ kleinen Kontaktfläche von Rpb7 über eine "Tasche" an dem 
a) b) c) 
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Rest der RNAP ("Core") verankert ist. Zusätzlich wird der geöffnete und geschlossene Zustand der "Klammer" (Clamp) 
gezeigt, die nach erfolgreichem Start der Elongationsphase der Transkription die innerhalb der großen Spalte 
verlaufende DNA beziehungweise das DNA-RNA-Hybrid einschließt und auf diese Weise den Komplex stabilisiert. 
 
 
Abb.4-51: Befinden sich Rpb3/Rpb11/Rpb12 (rpoD/rpoL/rpoP) in Reichweite von TFIIB (TFB)? [1] 
a) Abbildung aus (Cramer et al., 2001): Blick von oben hinein in die große Spalte mit dem katalytischen Zentrum (die 
violette Kugel deutet das Mg2+-Ion an). Entscheidend für die Argumentation ist der durch die schwarz gestrichelten Linien 
angedeutete Verlauf der DNA und die ungefähre Ausdehnung von TFIIB (TFB).  Zur Orientierung dient die Angabe der 
der "Wall" genannten Struktur, an der vorbei die DNA und die mRNA die RNAP während der Transkription kontinuierlich 
verläßt.  b) Mit Cn3D 4.1 auf der Basis des aktuellen, 12 Untereinheiten umfassenden 3D-Modells der eukaryotischen 
RNAP aus S.cerevisiae erstellte Grafik. Gleiche Orientierung wie in a), jedoch zusätzlich mit dem Rpb4/7-Komplex. 
Verschiedene Regionen wurden nachträglich farblich markiert und korrespondierend farbig beschriftet. 
 
 
Abb.4-52: Befinden sich Rpb3/Rpb11/Rpb12 (rpoD/rpoL/rpoP) in Reichweite von TFIIB (TFB)? [2] 
Bezeichnungen und Farben wie in [Abb.5-50], b). Ansicht "back", d.h. von der Stromaufwärts-Seite her betrachtet, wo 
die Wechselwirkungen mit den Komponenten des Präinitiationskomplexes (also besonders TFIIB (TFB) und TFIID (TBP) 
stattfinden).  
 
Man darf nicht vergessen, dass es sich bei dem dargestellten Enzymkomplex (trotz der praktischen 
Beschriftung mit den Namen der archaellen Homologen) um die eukaryotische Pol II handelt. Bis 
die erste, aus Röntgenstruktur- oder NMR-Daten abgeleitete 3D-Struktur einer archaeellen RNA-
Polymerase verfügbar sein wird, darf (und muß notgedrungen) auf der Basis aller verfügbaren 
Informationen und Indizien über den Grad deren Ähnlichkeit gegenüber der 3D-Struktur bei 
Eukarya spekuliert werden. 
Aufgrund den Größendifferenzen der Untereinheiten zwischen Eukarya und Archaea, sowie der 
Abwesenheit einer Vielzahl von an die RNAP und besonders an TBP assoziierten Faktoren bei 
Archaea, werden hier leichte Abweichungen in der gesamten "3D-Geometrie" postuliert, die dazu 
führen, dass sich TFB und rpoD, rpoP (und vielleicht sogar rpoN) als Komponenten des DLNP-
Komplexes beim Binden der RNA-Polymerase an den Präinitiationskomplex noch etwas näher 
kommen, als in [Abb.4-51, a) und 4-52] für Eukarya angedeutet (auch hier scheinen Kontakte mit 
TFIIB nicht ausgeschlossen oder sogar wahrscheinlich, selbst wenn der "Dock"-Domäne, Rpo6 und 
Rpo7 hier eine größere Bedeutung für die Wechselwirkungen zukommen mag). Die in dieser Arbeit 
durchgeführten Far Western Blotting-Experimente zeigten eine starke allgemeine Affinität von 
rpoD zu TFB (die vermutlich unter anderem auch auf der genau entgegengesetzten Nettoladung von 
b)
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+13 bei TFB und –14 bei rpoD beruht). Auch wenn bei diesen Experimenten bisher nicht die 
genaue Binderegion identifiziert werden konnte, begünstigen diese Ladungsdifferenzen auf jeden 
Fall Protein-Protein-Bindungen, wie sich auch bei der Verankerung des stark positiv geladenen 
"Schwanzes" von rpoP (siehe [Abb.4-25] und [Abb.4-15])  am negativ geladenen rpoD zeigt.   
 
Auch die im folgenden noch kurz vorgestellten Ergebnisse aus Experimenten mit Native-PAGE und 
Molekularsieb-Chromatographie demonstrieren das Auftreten von Protein-Protein-
Wechselwirkungen und die Komplexbilung zwischen bestimmten Untereinheiten der RNAP aus 
P.furiosus. Sie stellen einerseits die Bestätigung einiger Ergebnisse der Far Western Blotting-
Experimenten dar. Andererseits kann man die durchgeführten Versuche als Vorversuche für das 
"Assembly" der P.furiosus-RNAP aus rekombinanten Untereinheiten betrachten, an dem bereits 
jetzt in der Arbeitsgruppe von Prof.Dr.M.Thomm an der Universität Regensburg intensiv gearbeitet 
wird.  
4.11.2 Bindungsstudien: Nativgel-Experimente 
       D und L bilden einen DL-Komplex.   E’+ F bilden den E’F-Komplex 
    
a) Bildung ein Komplexes aus Untereinheit D und L der RNA-
Polymerase aus P. furiosus bei ansteigender Konzentration 
von D. Autoradiographie eines 8-15% Nativgels. L wurde 
mittels PKA radioaktiv markiert. Bei D N-terminaler His6-Tag, 
jedoch ohne PKA-Markierungsregion. Inkubation erfolgte 
120min bei 30°C in TEN(150mM) mit 10% Glycerin. Wegen 
der begrenzten Löslichkeit von L wurde zusätzlich 0,5% 
Tween20 hinzugefügt.  Die Konzentration von L* betrug in 
allen Ansätzen ca. 70ng. Spur 1 ohne D, Spur 2 mit 9ng D, 
gleichmäßig ansteigend bis Spur 10 mit 48ng D, wo der stabile 
recht gut lösliche DL*-Komplex überwiegt. 
b) Bildung eines Komplexes aus Untereinheit E’ und F der 
RNAP aus Pyrococcus furiosus bei ansteigender 
Konzentration von E’. Autoradiographie eines 8-15% 
Nativgels. F wurde mit Hilfe der PKA radioaktiv markiert. Bei E’ 
handelt es sich um eine Version mit N-terminalem His6-Tag, 
jedoch ohne PKA-Markierungsregion. Inkubation erfolgte 
90min bei 37°C in TEN(150mM) mit 10% Glycerin. Die 
Konzentration von F* betrug in allen Ansätzen konstant ca. 
70ng. Spur 1 ohne E’, Spur 2 mit 62ng E’. In Spur 10 mit 
560ng E’ ist die freie, markierte Untereinheit F* fast vollständig 
in den E’F*-Komplex integriert worden (Spuren dazwischen mit 
linear ansteigender Konzentration von E'). 
Abb.4-53: Bildung eines DL- und E'F-Komplexes in Nativgel-Experimenten  
 
       
Abb.4-54: Bildung eine DL- und DN-Komplexes in Nativgel-Experimenten 
Native-PAGE (8-15%). In dem gezeigten Experiment wurde rpoD statt rpoL (siehe [Abb.4-53, a)] radioaktiv markiert. Die 
Inkubation erfolgte 180min bei 30°C im Thermocycler. Es zeigt sich, dass im Gegensatz zu rpoL markiertes rpoD im 
Nativgel eine diffuse Bande bildet (1), was sehr wahrscheinlich dadurch verursacht wird, dass rpoD in Abwensenheit 
rpoL irreguläre Komplexe mit weiteren rpoD-Molekülen bildet. Dies kann verhindert beziehungsweise rückgängig 
gemacht werden durch Zugabe von rpoL (2 und 3),so dass der definierte, gut lösliche DL-Komplex gebildet wird. Auch 
die Zugabe von rpoN zur radioaktiv markiertem rpoD scheint einen ähnlichen Effekt zu haben, was auf die Bildung eines 
DN-Komplexes schließen läßt (4, 5), der die Bildung der erwähnten irregulären rpoD-Komplexe teilweise verhinert. 
Allerdings ist der Effekt (und vermulich auch die Stabilität des resultierenden Komplexes) viel schwächer als beim DL-
Komplex. Spur 6 zeigt zum Vergleich radioaktiv markiertes rpoN allein: Die Bande ist erkennbar diffuser als die DN-
Bande und läuft auch ungefähr auf der selben Höhe (was in einem Nativgel durchaus möglich ist). 
 
Abgesehen von den gezeigten Experimenten wurde auch  versucht, Komplexe mit DLN sowie P 
und B zu bilden, was aber keine eindeutigen Ergebnisse lieferte. Der Einsatz eines Puffersystems 
mit erhöhtem pH nach (Ehlers et al., 2002)  brachte etwas klarere Ergebnisse, und wurde meist dem 
Standard-Nativgel ("SDS-Gel ohne SDS") vorgezogen. Selbst mit einem Laufpuffer pH von 9,4 ist 
rpoP aufgrund seines extremen pI immer noch positiv geladen, so dass die Gefahr besteht, dass das 
Protein im elektrischen Feld in die entgegengesetzte Richtung wandert. Erhöhte Mengen von rpoP 
bewirkten ein Ausfallen von Proteinkomplexen in den Geltaschen. 
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4.11.3 Bindungsstudien: Experimente mit Molekularsieb-Chromatographie 
     
 
        
 
      
Abb.4-55: Ein DL-Komplex und mutmaßlicher DLN-Komplex bei Molekularsieb-Chromatographie 
a) – c): Drei verschiedene Experimente mit der analytischen Superdex 75 (HR 10/30 von Amersham 
Biosciences). Das Ausschlußvolumen der Chromatographiesäule wurde mit Blue Dextran bestimmt und die 
Funktionsfähigkeit mit verschiedenen Testproteinen sichergestellt. Nach einer ähnlichen Inkubation wie unter 
[4.11.2] beschrieben, erfogte (nach 0,2µm Filtration) der Auftrag von a) D+L, b) D+N+(L), c) D+L+N. a) 
demonstriert am klarsten die Ausbildung des gut löslichen DL-Komplexes: 1: rpoD allein, 3: DL-Komplex, 10: 
L allein. (Spur 1 ist die Kontrolle mit D; natürlich eluiert der DL-Komplex zuerst von der Säule, weil er das 
größte Molekulargewicht besitzt). In b) deutet sich ein DLN-Komplex beziehungsweise zumindest ein DN-
Komplex (2) an, nachdem rpoL teilweise auf der Säule ausgefallen war, und während des Laufes von D+N 
rücklöste (der Effekte der Komplexbildung "auf der Säule" hatte sich auch bei der Kontrolle mit rpoD allein in 
Form einer störenden Kontamination mit rpoL gezeigt: Obwohl die Säule vorher schon ausgiebig gespült 
worden war, und kein Protein mehr eluierte, löste sich auf der Säule ausgefallenes oder unspezifisch an die 
Matrix angelagertes rpoL in der Anwesenheit von rpoD, und bildete den besser löslichen DL-Komplex . c) 
zeigt ein Experiment, bei dem explizit D+L+N eingesetzt wurden, jedoch nur der DL-Komplex bildet. (1: D 
allein, 4: DL-Komplex, 6: L allein, 10: N allein). Offensichtlich muß noch optimiert werden – zum Beispiel in 
Richtung einer Verminderung der rpoL-Konzentration und eines Überschuß an rpoN. Eine Hypothese, 
warum sich die DNL- und DNLP-Komplexe in der Praxis nicht so leicht bilden, ist, dass sich gerade bei den 
kleinen Untereinheiten der Fusionsanteil der rekombinanten Protein besonders stark bemerkbar macht (so 
beträgt der Fusionsanteil bei der kleinsten Untereinheit rpoP ohne Thrombin-Hydrolyse rund ein Drittel des 
Molekulargewichtes).  
4.12 Reinigung der nativen RNA-Polymerase nach modifiziertem Reinigungsschema 
Die native RNA-Polymerase aus P.furiosus mit ihren 11-12 Untereinheiten stellt die Ausgangsbasis 
für die Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen in dieser Arbeit dar. In fast allen Far 
Western Blotting-Experimenten diente eine gereinigte RNAP-Präparation als Referenz und 
Kontrolle der Ergebnisse mit den rekombinant in E.coli erstellten Untereinheiten. Da die größte 
Untereinheit B auf P.furiosus erst kürzlich erfolgreich kloniert und gereinigt wurde (persönliche 
Mitteilung, Naji,S.), also in den in dieser Arbeit geschilderten Experimenten noch nicht zur 
Verfügung stand, wurde B (und teilweise auch A') durch Ausschneiden und Elution aus einem 
6%igen SDS-Gel gewonnen.  
a) b)
c) 
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Weil das etablierte Reinigungsschema für die RNAP aus P.furiosus recht langwierig ist (Hausner & 
Thomm, 1993; Hethke et al., 1996; Hethke et al., 1999), wurde versucht, durch ein verkürztes 
Schema mit weniger Schritten den Zeit- und Arbeitsaufwand zu verringern. Als Orientierung diente 
hierbei die Reinigungsprozedur für Methanobacterium thermoautotrophicum (Darcy et al., 1999), 
die dem Pyrococcus-Schema in der Abfolge von vier säulenchromatographischen 
Reinigungsschritten (DEAE-Cellulose, Heparin-Sepharose, Mono-Q, Superdex 200) recht stark 
ähnelt, jedoch die beiden Fällungsschritte mit Polymin P und Ammonium-Sulfat und die 
anschließend nötige Dialyse wegläßt. Dieses Schema war z.B. in der Arbeitsgruppe von PD 
Dr.W.Hausner auch schon erfolgreich für Methanococcus eingesetzt worden (Schmeling, 2000). 
Statt Dialyse reicht in der Regel die Verdünnung der Proben zur Reduktion der Salzkonzentration 
vor dem Auftrag auf die nächste Säule, wozu am besten ein spezieller Verdünnungspuffer 
verwendet wird. 
Vereinfachend wirkt sich aus, dass im Gegensatz zu Methanobacterium und Methanococcus bei 
Pyrococcus furiosus keine Einhaltung anaerober Bedingungen während der Reinigung notwendig 
ist (bei den genannten methanogenen Archaea führt Sauerstoffzutritt zu einer Verringerung oder zu 
einem kompletten Verlust der Enzymaktivität). 
Bei der Reinigung der RNAP bei Pyrococcus zeigte sich jedoch, dass die Reinheit der Präparation 
nach dem letzten der vier säulenchromatogrophischen Reinigungsschritte (nämlich der 
Molekularsiebchromatographie mit der "Superdex 200", Amersham Biosciences) noch nicht ganz 
zufriedenstellend war. Es erfolgte deshalb eine erneute Konzentrierung auf der Mono-Q-Säule 
(Stoßelution), gefolgt von Dichtegradienten-Zentrifugation (Saccharose-Gradient) und einer 
weiteren abschließenden Konzentrierung auf der MonoQ (Stoßelution), bevor die Präparation 
portioniert und bei –70°C gelagert wurden.  
Die letztgenannten drei Reinigungsschritte verlängern zwar das oben genannte Reinigungschema. 
Jedoch ist der Zeitaufwand für die beiden Stoßelutionen mit der Mono-Q-Säule sehr gering, und die 
Dichtegradientenzentrifugation verlangt, sofern die Gradienten erst einmal gegossen und die Proben 
aufgetragen sind keinen großen Arbeitsaufwand (die Ultrazentrifuge läuft allerdings ca. 24 
Stunden).  
Für die Details bei Puffer-Lösungen und Chromatographiesäulen sei auf die oben genannte Literatur 
verwiesen (TMK-Puffer; DEAE-Cellulose DE52, Whatman;  Heparin-Sepharose z.B. HiPrep 16/10 
Heparin FF, Mono Q® HR 5/5 und HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200, alle Amersham Biosciences; 
zwischen den verschiedenen Säulen jeweils TCA-Test der Fraktionen auf RNA-Polymerase-
Aktivität). 
Der Saccharose-Gradient wurde mit einem gewöhnlichen Zwei-Kammer-Gradientenmischer aus 
leichter (5% Glycerin, 10% Saccharose, 400mM KCl, TE-Puffer) und schwerer Lösung (10% 
Glycerin, 30% Saccharose, 400mM KCl, TE-Puffer) "von unten" (also mit der leichteren Lösung in 
der vorderen Kammer) mittels einer in das Zentrifugenröhrchen gestellten und gegen ungewollte 
Verwirbelungen des Gradienten fixierten Kanüle gegosssen, die anschließend vorsichtig 
herausgezogen wurde. Vor Auftrag der Probe muß getestet werden, ob sie eine etwas geringere 
Dichte als die leichteste, oberste Schicht des Saccharose-Gradienten besitzt. Das Probenvolumen 
würde ansonsten gleich im Gradienten "versinken", was das angestrebte Trennprinzip zunichte 
machen würde! Ultrazentrifugation erfolgte ca. 24h bei 40.000Upm in der Beckman L60 
Ultrazentrifuge im Ausschwingrotor SW 40 Ti bei 4°C. Abgezogen wurde der Gradient mit der 
aufgetrennten Probe wie beim Gießen "von unten", indem eine Kanüle vorsichtig auf den Grund des 
Röhrchens hinabgelassen wurde. 
Als Fazit des vorgestellten, geänderten Reinigungsschemas für die RNA-Polymerase aus P.furiosus 
ergibt sich, dass der Ablauf durch den Wegfall der Fällungs- und Dialyseschritte deutlich erleichtert 
wird. Sofern alle Reinigungsschritte optimal verlaufen, ist die resultierende Präparation der nativen 
RNAP recht sauber und aktiv (siehe [Abb.4-39]). Allerdings war die Gesamtausbeute geringer als 
erwartet, was daran liegen könnte, dass vor allem auf der DEAE-Cellulose-Säule (und eventuell 
auch auf der nachfolgenden Heparin-Sepharose-Säule) Bindungskapazität durch kontaminierende 
Proteine verloren geht, während bei dem "alten" Reinigungsschema ein Großteil der unerwünschten 
Proteine schon bei den Fällungsschritten abgetrennt wird. Ein Kompromiss für zukünftige 
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Reinigungen könnte möglicherweise die Durchführung nur eines statt zwei Fällungsschritten, in 
Verbindung mit einer weitgehenden Vermeidung von Dialyseschritten in Situationen sein, wo ein 
Verdünnen der Proben völlig ausreicht. 
Folgendes Schema faßt die durchgeführte RNAP-Reinigung zusammen: 
 
Reinigung der DNA-abhängigen RNA-Polymerase aus Pyroccus furiosus (4/2001) 
    
 ca. 20g bei  –70°C gelagertes P.furious-
Zellmaterial, dass in einem großen Fermenter 
gewonnen wurde 
 
 ↓ Auftauen; Resuspendieren des Zellmaterials durch "Ultra-Turrax"; Aufschluß mit "French Press"; Ultrazentrifugation bei 100.000xg 
 Überstand nach Ultrazentrifugation bei 100.000xg 
und 4°C:  "S100" 
 




 ↓ Fraktionen 17-39 vereinigt und mit TMK20(N)-Puffer von ca. 170mM KCl auf 90mM KCl verdünnt; 1035ml mit peristaltischer Pumpe auf die H.-S.-Säule aufgetragen 
Heparin-Sepharose-Säule 
(Affinitätschromatographie für DNA-bindende Protein)
 








 ↓ Pool der Fraktionen 27-29 (insgesamt ca. 6ml); verdünnt auf ca. 150mM KCl Æ 12ml) 
 Mono Q, Stoßelution  





Pool A: Frkt. von S.-Grad.I: 5-7; S.-Grad.II: 6-8; S.-Grad.III: 6-8 
(insgesamt ca. 3,5ml) 
Pool B: S.-Grad.I: 4,8,9; S.-Grad.II: 5,9,10; S.-Grad.III: 5,9,10 
(insgesamt ca. 3,5ml) 
 Mono Q, Stoßelution 
Pool A: 1,6mg/ml; Pool B: 0,64mg/ml 
Gesamt: ca. 2,5mg RNA-Polymerase 
 
 
Abb.4-56: Ausführliches Schema der RNAP-Reinigung  
Bezeichungen der Chromatographie-Säulen wie oben beschrieben. Links neben einigen Reinigungsschritten wird die 
mittels TCA-Test ermittelte enzymatische Aktivität der RNAP in den verschiedenen Fraktionen angedeutet. 
   
Anmerkung: Während der ersten Reinigungschritte, und besonders bei und direkt nach dem 
Zellaufschluß durch "Ultra-Turrax" sollte (neben zügigem Arbeiten) besonders auf gleichbleibend 
niedrige Temperaturen geachtet werden: P.furiosus besitzt sehr aktive Proteasen, die auch bei 
"normalen Temperaturen" eine Gefahr für die übrigen P.furiosus-Proteine darstellen (Chang et al., 
2001). In der genannten Literatur wird zum Beispiel auch darauf hingewiesen, wie mit dem 
Proteaseinhibitor AAF-CMK mit Protease I zumindest eine der prominentesten der ca. 11 
identifizierten Endoproteinasen  spezifisch gehemmt werden kann. 
4.12.1 Nachweis von Untereinheit F im Western Blotting Experiment 
Für die große Untereinheit A'' und die mittelgroßen Untereinheiten D, E' und F wurde die 
Herstellung von Antikörpern in Auftrag gegeben. Die Immunisierung wurde von der Firma 
Eurogentec vorgenommen. Bei D, E' und F erfolgte die Immunisierung jeweils eines Kaninchens in 
Ergebnisse und Diskussion  93 
mehreren, zeitlich voneinander getrennten Schritten mit jeweils ca. 100µg Protein in Lösung. Bei 
A'' wurden, da die Präparation noch Nebenbanden zeigte entsprechende Proteinmengen in Form 
ausgeschnittenen PA-Gel-Stückchen verwendet. 
Da die Zuordnung von A'', D und E' zu den Banden der nativ gereinigten RNA-Polymerase 
eindeutig ist, wurde die Verwendung der Antikörper bis zum Auftreten geeigneter Fragestellungen 
zurückgestellt. In Bezug auf F herrschte hingegen Unsicherheit darüber, ob diese Untereinheit 
überhaupt permanenter Bestandteil der RNA-Polymerase bzw. der nativen RNAP-Präparation war. 
Die durchgeführten Far Western Blotting-Experimente zeigten zwar auch ein Signal bei der RNAP, 
jedoch fand sich in dem aufgrund des berechneten theoretischen Molekulargewicht erwarteten 
Bereich auf den SDS-Gelen keine nennenswerte Proteinbande. Und ein ähnlich irreguläres 
Laufverhalten wie bei der stark positiv geladenen Untereinheit P war bei einer Ladung von –8 nicht 
zu erwarten. Einzig der isoelektrische Punkt ist mit 4,66 der niedrigste der untersuchten RNAP-
Untereinheiten. Allerdings besitzen auch D und L einen ähnlich niedrigen pI.  




Abb.4-57: Western Blot mit Antikörpern gegen Untereinheit F 
Std: Molekulargewichtsstandard. R1: RNAP-Präparation (von Kampen, 2003); R2: RNAP-Präpartion, die in dieser Arbeit 
vorgenommen wurde (siehe [4.11]). F: Untereinheit F (rpoF) mit zusätzlichem Fusionsanteil (N-terminaler His6-Tag, 
Molekulargewichtsdifferenz ca. 2 kDa). Denaturierendes PA-Gradientengel (8 – 15% PA, 0,1% SDS); Aufgetragene 
Proteinmenge bei R1 und R2 ca. 13µg, bei rpoF ca. 200ng. a) Ponceau S-Färbung als Vergleich und zur Identifizierung 
der Banden des Western Blots.  
 
Die Durchführung der Western Blotting-Experimente erfolgte nach den üblichen Protokollen. 
Durch mehrfache Wiederholung des Versuches wurden die optimalen Mengen für den primären und 
sekundären Antikörper ermittelt. Der sekundäre (Anti-Rabbit-) Antikörper war mit Peroxidase 
gekoppelt (POD-Konjugat) und bewirkte in Verbindung mit "BM blue POD Substrat, 
präzipitierend" (Roche) eine intensiv blaue Farbreaktion, über die die Bindung des sekundären an 
den primären Antikörper und somit letztlich die Bindung des primären Antikörpers an die Proteine 
auf der Nitrocellulose-Membran nachgewiesen wurde.  
Das Ergebnis dieses Experimentes ist, dass Untereinheit F in der RNAP-Präparation enthalten ist, 
jedoch überraschend weit unten im Gel läuft. Die beobachteten Unterschiede im Laufverhalten 
gegenüber dem rekombinanten Protein scheinen auch bei Einbeziehung der Molekulargewichts-
differenz aufgrund des 20 Aminosäuren langen His6-Tags recht groß. Vielleicht spielen hier 
posttranskriptionale Modifikation oder ein alternativer Translationsstart eine Rolle. Im Gegensatz 
zu Untereinheit E'', bei der die Anwesenheit im RNAP-Komplex weiterhin unsicher ist (siehe [4.5]), 
ist die Situation für rpoF somit geklärt.  
Ein interessanter Ansatz zur Erklärung der (deutlich schwächeren) Signale bzw. der Kreuzreaktion 
mit der E'-Bande wäre der, dass im Kaninchen nicht nur Antikörper gegen rpoF, sondern (nach 
einiger Zeit) auch Antikörper gegen die Antikörper gebildet worden sind, und so weiter. Diese Idee 
des "Idiotyischen Netzwerkes" ist nicht mehr ganz neu, und wurde teilweise kontrovers diskutiert. 
Gut läßt sich mit dieser Theorie erklären, wie die Mutter einen Teil ihrer erworbenen Immunität mit 
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der Muttermilch als Schutz auf das Kind übertragen kann. Außerdem scheint es einen 
Zusammenhang mit Autoimmun-Prozessen zu geben (Shoenfeld, 2004).  
Mit den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten wurde die starke und spezifische Bindung 
zwischen rpoE' und rpoF nachgewiesen. Möglicherweise ist die Kontaktfläche zwischen den beiden 
RNAP-Untereinheiten so charakteristisch komplementär gestaltet, dass es zu der geschilderten 
Antikörperbildung gekommen ist. 
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4.12.2 Untersuchungen mit MALDI-TOF-MS 
MALDI-TOF-MS ("Matrix assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass spectrometry") 
ist heute eine Standardmethode zur Ermittlung des Molekulargewichts von Proteinen. Auch für 
einzelne Untereinheiten der nativ gereinigten RNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus wurden 
Messungen vorgenommen, die freundlicher Weise von Dr.K.Strupat (Institut für Medizinische 
Physik und Biophysik, Münster) unter der Leitung von Prof.Dr.F.Hillenkamp durchgeführt wurden. 
Zur Technik: (Schleuder et al., 1999).  
Hauptintention der Anwendung dieser Technik war das Bemühen, eine eindeutige Zuordnung und 
Identifizierung der "kleinen" Untereinheiten (also F, H, K, L, N, K und eventuell E'') zu erlangen.  
Bei den großen und mittleren RNAP-Untereinheiten (B, A', A'', D und E') war die Zuordnung 
dagegen schon viel früher klar. 
 
Abb.4-58: Ausschnitt einer PVDF-Membran mit den "geblotteten" kleinen RNAP-Untereinheiten 
Es wurden gezielt die Banden 1 – 5 mit MALDI-TOF-MS analysiert. Beginnend mit der am weitesten im denaturierenden 
PA-Gradientengel gelaufenen Bande, ergaben sich folgende Messwerte: 1: 6225 Da; 2: 8040 Da; 3: 8980 Da; 4: 11230 
Da; 5: 7150 Da bei einem Massenfehler von +/- 15 Da. Da bei der Elektrophorse ein Tricin-Puffer-System verwendet 
wurde, weicht das Bandenmuster etwas von dem in [Abb.4-39] gezeigten ab. 6: wurde vorläufig rpoF zugeordnet (siehe 
hierzu auch das Western Blotting-Experiment mit Antikörpern gegenüber rpoF im vorangehenden Abschnitt). Std.: 
Banden des Molekulargewichtsstandards; Pol: kleine Untereinheiten der nativ aus P.furiosus gereinigten RNAP. Graue 
Buchstaben: Hypothetische Zuordnung von Untereinheiten zu den Banden 1 – 5 aufgrund von MALDI-TOF-MS-Daten. 
 
Es wurden zwei unterschiedliche Ansätze verfolgt: Einerseits die Messung der Präparation der 
nativen RNAP mit ihrem Gemisch aus 11-12 Untereinheiten, was eine Vielzahl von Signalen 
lieferte, die nicht alle einwandfrei zugeordnet werden konnten. Andererseits die gezielte Messung 
der auf der Membran voneinander separierten Proteine.  
Da zum jetzigen Zeitpunkt alle RNAP-Gene im Genom von P.furiosus identifiziert sind, und sich 
die theoretischen Molekulargewichte leicht berechnen lassen, kann eine direkte Zuordnung zu den 
gezeigten Banden beziehungsweise zu den gemessenen Molekulargewichten durchgeführt werden: 
 
Kleine RNAP-Untereinheiten  5 Banden per MALDI-TOF-MS  
rpoF:  14095 Da
rpoL:  11115 Da
rpoH:  9245 Da
rpoN:  8199 Da
rpoE2:  6953 Da
rpoK:  6236 Da
rpoP: 5757 Da
  
Bande 5:  7150 Da 
Bande 4:  11230 Da 
Bande 3:  8980 Da 
Bande 2:  8040 Da 
Bande 1:  6225 Da 
 
 Abb.4-59: Zuordnung von RNAP-Untereinheiten auf der Basis von MALDI-TOF-MS Daten 
 
Wie aus den Daten zu erkennen ist, war rpoF den Erwartungen entsprechend nicht unter den 
gemessenen Banden. Auch das bekanntermaßen aufgrund der hohen positiven Ladung in SDS-
Gelen irregulär langsam laufende rpoP wurde offensichtlich nicht detektiert (eigentlich soll sich mit 
dem Tricin-Puffersystem gerade bei den kleinen Untereinheiten eine besonders gute Auftrennung 
ergeben). Da das Vorhandensein von rpoP in der RNAP-Präparation an anderer Stelle eindeutig 
nachgewiesen wurde, kommt eigentlich nur die Interpretation in Betracht, dass das Protein 
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man entsprechend dieser Vermutung annimmt, dass eine zwei Proteine enthaltende Bande auch 
optisch stärker hervortritt, kommen hierfür besonders Bande 4 und 5 in Frage. Tatsächlich findet 
sich im "Schreiberprotokoll" der entsprechenden Messung für Bande 4 neben dem Signal bei ca. 
11230 Da ziemlich genau bei 5700 Da ein starkes Signal, welches als der H2+ protonierte Zustand 
interpretiert wurde (im Gegensatz zu H+ für das 11230 Da-Signal). Falls tatsächlich auch rpoP (mit 
einem MG von 5757Da, siehe oben) in der Bande enthalten wäre, könnte das Signal bei ca. 5700 Da 
also zusätzlich den einfach protonierten Zustand von rpoP enthalten. 
Für Bande 5 kommt eigentlich nur rpoE2 in Frage, was besonders interessant ist, weil das 
Vorhandensein von rpoE2 in der RNAP-Präparation von Pyrococcus furiosus noch nicht mit 
Sicherheit nachgewiesen wurde. 
Da allerdings die Abweichungen der theoretischen und praktische gemessenen Molekulargewichten 
größer als erwartet sind (rpoK/Bande1: -11 Da; rpoN/Bande2: -159 Da; rpoH/Bande3: -265 Da; 
rpoL/Bande4: +115 Da; rpoE2/Bande5: +197 Da), werden die Daten zunächst vorsichtig  
gehandhabt (nur der Messwert für rpoK/Bande1 liegt innerhalb des angegebenen Fehlers von +/- 15 





Abb.4-60: Auswertung der MALDI-TOF-MS-Daten von einem Gemisch aus RNAP-Untereinheiten 
Korrelation von theoretischem Molekulargewicht der (bekannten) RNAP-Untereinheiten und den Signalen, die mittels 
MALDI-TOF-MS aus einer Präparation der nativen RNAP (samt allen darin enthaltenen Untereinheiten) gemessen 
wurden. Das Molekulargewichtsspektrum (Einheit Dalton) wurde in 3 fortlaufende, jedoch für jeden Auflösungsbereich 
passend skalierte Abschnitte aufgeteilt. Den 12 Untereinheiten stehen 29 Messwerte gegenüber, von den 3 als "winzig" 
eingestuft wurden. Diese Punkte wurden grau eingefärbt. Eines dieser schwachen Signale paßt am besten zu rpoN. 
Ansonsten läßt sich allen Untereinheiten bis auf E'' (rpoE2) ein Molekül ähnlicher Größte zuordnen. Dass sich hier kein 
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5 Zusammenfassung 
Pyrococcus furiosus gehört zur Domäne der Archaea (Euryarchaeota), früher auch 
"Archaebacteria", und ist ein hyperthermophiler Mikroorganismus, dessen  DNA-abhängige RNA-
Polymerase sich aus 11-12 Untereinheiten zusammensetzt (B, A', A'', D, E', E'', F, H, K, L, N, P). 
Die Gene dieser Untereinheiten wurden identifiziert und bis auf die größte Untereinheit B alle 
kloniert, überexprimiert und gereinigt, wobei vor allem die großen Untereinheiten schlecht löslich 
sind. Die Untereinheit A' wurde unter denaturierenden Bedingungen aus Einschlußkörpern 
gereinigt. Bei den kleineren Untereinheiten (D, E', F, H, K, L, N, P) sowie den 
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB erfolgte die Klonierung zusätzlich in den Vektor pET-33b(+) 
(Novagen, Inc.), der über die im Fusionsanteil des resultierenden Proteins enthaltende 
Erkennungssequenz Arg-Arg-Ala-Ser-Val eine spezifische, radioaktive Markierung mit 
Proteinkinase A ermöglicht.  
Anschließend konnten diese rekombinanten Proteine als Sonden bei "Far Western Blotting"-
Experimenten eingesetzt werden, bei denen im Gegensatz zum Western Blot statt eines Antikörpers 
direkt das markierte Protein zum Nachweis von spezifischen Protein-Protein-Wechselwirkungen 
verwendet wird. 
Spezifische Interaktionen der Untereinheit D mit L, N, P und der großen Untereinheit B konnten 
gezeigt werden. Besonders starke Interaktionen zeigten sich für E'+F, A''+H, D+L , D+P, D+B. Die 
Wechselwirkungen der Untereinheit K mit TFB war schwächer als entsprechend der Literatur zu 
erwarten gewesen wäre. Ein Versuch mit teildeletierten TFB-Varianten lieferte einen Hinweis auf 
eine stärkere Bindung von Untereinheit K an eine N- und C-terminal leicht deletierte TFB-Form. 
Bei Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter nativen Bedingungen konnte die Bildung eines D-L-, 
D-N- und E'-F-Komplexes nachgewiesen werden. 
Schließlich konnte mittels Molekularsiebchromatographie ein gut löslicher D+L-Komplex und ein 
mutmaßlicher D-L-N-Komplex gezeigt werden. Die letztgenannten Experimente können als 
Vorversuche  für das "Assembly" der RNA-Polymerase aus rekombinanten Untereinheiten 
verstanden werden. In der Arbeitsgruppe von Prof.Dr.M.Thomm werden gegenwärtig an der 
Universität Regensburg im Rahmen der Weiterführung des von mir bearbeiteten Themas bereits 
weitere Experimente in dieser Richtung unternommen. 
Neben den praktischen Experimenten, erfolgte eine intensive Analyse der Gene der RNA-
Polymerase-Untereinheiten mit bioinformatischen Methoden, wobei auch ein selbstgeschriebenes 
Programm zur Extraktion von Daten aus Genom-Dateien, zur Protein-Analyse und zum Erstellen 
von Diagrammen zum Einsatz kam. Schwerpunkt war eine Bestandsaufnahme aller RNA-Pol-Gene 
aus den gegenwärtig 17 komplett sequenzierten Archaea. Resultierende Alignments dienten als 
Grundlage zur Visualisierung von gegenüber Archaea konservierten Regionen in dem seit kurzem 
verfügbaren 3D-Modell der eukaryotischen, aus 12 Untereinheiten bestehenden RNA-Polymerase 
von Saccharomyces cerevisiae. Es wurde eine detaillierte Gegenüberstellung der bei Archaea bzw. 
Pyrococcus furiosus gegenüber S.cerevisiae ähnlichen und abweichenden Regionen innerhalb der 
einzelnen RNA-Pol-Gene erarbeitet.  
Eine Untersuchung der Verteilungshäufigkeit bestimmter Aminosäuren in RNA-Polymerase-Genen 
sowie in allen Proteingenen der untersuchten Organismen lieferte interessante Details zum Thema 
"Thermoadaptation".  
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6 Summary 
Pyrococcus furiosus belongs to the domaine Archaea (Euryarchaeota), formerly known as 
Archaebacteria and is a hyperthermophilic microorganism with an optimal growth temperature of 
100°C. It contains of a DNA dependent RNA polymerase (RNAP) out of 11-12 different subunits 
(B, A', A'', D, E', E'', F, H, K, L, N, P). All RNAP genes except for the largest subunit B were 
cloned in E.coli, overexpressed and purified. Above all, the large subunits showed limited 
solubility. Subunit A' was purified from inclusion bodies under denaturing conditions.  
Medium sized and small subunits (D, E', F, H, K, L, N, P) and the general transcription factors TFB 
and TBP were subjected to additional cloning into the vector pET-33b(+) (Novagen Inc.). The 
rekombinant proteins can be specifically labled with radioactivity via Protein kinase A catalytic 
subunit from heart muscle (HMK) because of the included 5-amino acid HMK recognition site 
ArgArgAlaSerVal. 
Subsequently all 32P-labled proteins were used as probes in Far western blotting analysis to detect 
direct protein–protein contacts without additional need of antibodies. 
Specific interaction of subunit D with the small subunits L, N, P and the largest subunit B were 
shown. Particularly strong interactions became visible between subunits E'-F, A''-H, D-L, D-P and 
D-B. Binding of subunit K to TFB was less intense as expected from literature. A slightly both N- 
and C-terminal truncated form of TFB showed increased affinity to subunit K compared with the 
wild type TFB. 
Finally, a readily soluble D-L complex and a putative D-L-N complex were detected in size 
exclusion chromatography experiments. The last-mentioned  approach can act as a preliminary 
experiment for the reconstitution of the P.furiosus RNA polymerase from recombinant subunits.  
Allready now further experiments with additional subunits are carried out in the workgroup of 
Prof.Dr.M. Thomm at the University of Regensburg, Germany.   
Apart from practical experiments a detailed analysis of all RNAP subunit genes by bioinformatic 
means was done. A computer program was written to facilitate the extraction and the analysis of the 
genes from the available microbial genomes, to calculate certain informations about proteins and to 
generate space-saving diagrams. The main focus was a stock-taking of all RNAP subunit genes in 
the currently accessable 17 completed archaeal genomes.  
An archaeal consensus sequence was calculated for each subunit via extensive alignments  and 
visualized in the 12 subunit 3D model of the eukaryotic RNAP of  S.cerevisiae. A detailed 
comparision of sequence similarities of the RNAP subunits in Archaea / P.furiosus  and 
S.cerevisiae was worked out and diskussed.  
The analysis of amino acid  frequencies within the RNAP genes and all protein genes in the 
genomes of different microorganisms provides data about amino acid replacement   and its 
importance to thermoadaptation of proteins. 
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8 Anhang 
8.1 Multiple Alignments 
8.1.1 Vorbemerkung und Zusatzinformationen zu den Multiplen Alignments 
Die hier gezeigten Alignments wurden zum Zweck größerer Übersichtlichkeit vom Ergebnisteil in 
den Anhang verlagert. Vor allem die „großen“ Alignments mit 17-18 Archaea und  S.cerevisiae 
ziehen sich über viele Seiten hin. Um bestimmte Aspekte und Resultate aus diesen 
Sequenzvergleichen intuitiv erfassen und betonen zu können, werden im Ergebnisteil stattdessen 
(mit Borland Delphi 5) selbst programmierte Grafiken gezeigt. Die Details dieser Grafiken wären 
ohne die komletten Alignments nicht nachvollziehbar. 
Obwohl die drei Pyrococcus-Arten natürlich auch in den kompletten Alignments enthalten sind, 
wird hier zusätzlich der „kleine“ Vergleich innerhalb der Gattung Pyrococcus gezeigt, weil sich 
damit einige Details diskutieren lassen, die im großen Alignment nur schwer erkennbar wären. 
Durchgängig wurden konservierte Regionen hell, ähnliche Bereiche grau, und stark abweichende 
Aminosäure-Positionen schwarz hinterlegt mit weißer Schrift dargestellt. Die Berechnung der 
Alignments erfolgte mit „Malign“ in Verbinung mit Malign2Msf (beides „Biounit“ des dkfz-
Heidelberg; „HUSAR“ [3.8]). Für die Erzeugung der Konsensus-Sequenz und grafische Darstellung 
wurde das Programm „Bioedit 5.0.9“ (siehe auch [3.8])  verwendet. Nach Export als RTF-Datei 
wurden letzte manuelle Änderungen in Word vorgenommen (z.B. wurden durch überstehende, nicht 
homologe Enden verursachte „massive schwarze Flächen“ sowie schwarze Lücken entfernt). 
8.1.2 Alignments der drei Pyrococcus-Arten untereinander 
8.1.2.1 Untereinheit B (rpoB) 
P.furiosus  PF1564,   P.abyssi  rpoB / PAB0423,   P.horikoshii  PH1546 
                   .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoB  MRGPTVVDVTPDDLWIVMESYWQEKGLVRQHLDSYNAFIERGLQEVVNEFGGIKPDIPDFEVKFGKIRVGEPEFQEPHGQ 80    
Pab_rpoB  MRGPTVVEVTPDDLWIVMESYWQEKGLVRQHLDSYNAFIDRGLQEVVDEFGGIKPDIPDFEVKFGKIRVGEPEFQEPHGQ 80    
Pho_rpoB  MRGPTVVEVTPDDLWIVMESYWEEKGLVRQHLDSYNAFIERGLQEVVDEFGGIKPDIPDFEVKFGKIRVGEPEFQEPHGQ 80    
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  RKPLYPMDARIRNLTYAAPLYLEMIPVIKGVEQDPVEVRIGELPIMLKSKVCRLYGLSDEELIKLGEDPKDPGGYFIING 160   
Pab_rpoB  RKPLYPMDARIRNLTYSAPLYLEMIPVIRGIEQEPVEVRIGELPIMLKSKVCRLYGLSDDELRQLGEDPKDPGGYFIING 160   
Pho_rpoB  RKPLYPMDARIRNLTYSAPLYLEMIPVIRGIEQDPVEVRIGELPIMLKSKACRLYGLSDEELIKLGEDPKDPGGYFIING 160   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  SERVIVSIEDIAPNRTLVEKDERQEKYIAKVFSYRHGYRALVAVERRKDGILYVDIPNVPKPVKFVYVMRALGLERDKDI 240   
Pab_rpoB  SERVIVSIEDIAPNRTLVEKDERQEKYIAKVFSYRHGYRALVTVERKKDGILYVGIPNVPKPVKFVYVMRALGLERDKDI 240   
Pho_rpoB  SERVIVSIEDIAPNRTLVEKDERQEKYIAKVFSYRHGYRALVTVERKKDGILYVGIPNVPRPVKFVYVMRALGLERDKDI 240   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  VEAVGNDPEVQQIMFDNLEDASDITTQQEALEFIGKLVAPGQAREYRLKRAEYVIDNNLLPHMGVSPEDRIKKAYYLGMM 320   
Pab_rpoB  VDAVGNDPEVQQILFDNLEDASDITTQQEALEYIGKLVAPGQAREYRLKRAEYVIDNNLLPHIGVSPEDRIRKAYYLGMM 320   
Pho_rpoB  VDAVGNDPEVQQILFDNLEDASDITTQQEALEYIGKLVAPGQAREYRLKRAEYVIDNNLLPHMGVTPEDRIRKAYYLGMM 320   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  ALKVIELSLGRRPEDDKDHYANKRLRLAGDLLKDLFRVAFSQLVKDIQYQMTKTYQRKGDKYTFGNIHRFIRNSIRPDVL 400   
Pab_rpoB  ALKVIELSLGKRDEDDKDHYANKRLRLAGDLLKDLFRVAFSQLVKDIQYQMTKTYQRRGEKYVFGNIHRFIRNSIRPDVL 400   
Pho_rpoB  ALKVIELSLGKRDEDDKDHYANKRLRLAGDLLKDLFRVAFSQLIKDIQYQMTKTYQRRGEKYVFSNIHRFIRNSIRPDVL 400   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  TERIEHALATGAWPGGRTGVSQLLDRTNYMSTLSHLRRVTSPLDREQPHFEARDLHGTHWGRICPTETPEGPNCGLVKNL 480   
Pab_rpoB  TERIEHALATGAWPGGRTGVSQLLDRTNYVSTLSHLRRVTSPLDREQPHFEARDLHGTHWGRICPTETPEGPNCGLVKNL 480   
Pho_rpoB  TERIEHALATGAWPGGRTGVSQLLDRTNYVSTLSHLRRVTSPLDREQPHFEARDLHGTHWGRICPTETPEGPNCGLVKNL 480   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  ALMAQITTAVPEEEIREYLMSLGIVPIEVRRPDPTLWRVYLNGVLIGTIEDGKALVQRIRQDRRSGKISDVINVAYYEDV 560   
Pab_rpoB  ALMAQITTAVPEEEVKEYLMSLGIVPIEVRRPSPELWRVYLNGVIIGTIEDGKALVERIKKDRRSGKISDIINVAYYEDV 560   
Pho_rpoB  ALMAQITTAVPEEEVREYLMSLGIVPIEVRRPSPELWRVYLNGVLIGTVEDGKALVERIKKDRRSGKISDIINVAYYEDV 560   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  KEVYVNSDDGRVRRPLIIVENGVPKLTKEHVQAVKEGRLKWSDLIKMGIIEYLDAEEEENAYVAMWPWEVTEEHTHLELM 640   
Pab_rpoB  REVYVNSDDGRVRRPLIIVENGKPKLTKEHVQAIKEGRLKWSDLVRMGVIEYLDAEEEENAYVAMWPWEVTEEHTHLELM 640   
Pho_rpoB  KEVYVNSDDGRVRRPLIIVENGVPKLTKEHVQAIKEGRLKWSDLVRMGVIEYLDAEEEENAYVAMWPWEVTKEHTHLELM 640   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  PAAILGLPASLVPYPEHNAAPRNTYGAGMAKQSLGLGWANFRIRVDTRGHLLHYPQIPLVNSRIMKAVGYEDRPAGQNFV 720   
Pab_rpoB  PAAILGLPASLIPYPEHNAAPRNTYGAGMAKQSLGLGWANFRIRVDTRGHLLHYPQIPLVNSRIMKAVGYEDRPAGQNFV 720   
Pho_rpoB  PAAILGLPASLIPYPEHNAAPRNTYGAGMAKQSLGLGWANFRIRVDTRGHLLHYPQIPLVNSRIMKAVGYEDRPAGQNFV 720   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  VAVLAYQGYNMEDAIIINKASIERGLARSTFFRTYEAEEKKYLGGQTDKFEIPDPTVRGYRGEKYYRNLDEDGLIFPESK 800   
Pab_rpoB  VAVLAYHGYNMEDAIIINKASIERGLARSTFFRTYEAEEKKYLGGQTDKFEIPSPTVRGYRGEKYYRHLDEDGLIFPESK 800   
Pho_rpoB  VAVLAYHGYNMEDAIIINKASIERGLARSTFFRTYEAEEKKYLGGQTDRFEIPAPTVRGYRGEKYYRHLDEDGLIFPESK 800   
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                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  VEGKDVLVGRTSPPRFLEERGLGTVSLQERRETSVAVRPSEKGVVDKVIITETGDGTKLVKVTVRDLRIPELGDKFASRH 880   
Pab_rpoB  VEGKDVLIGRTSPPRFLEERGLGAVSLQERRETSVAVRPSERGVVDKVIITETGDGTKLVKVTVRDLRIPEIGDKFASRH 880   
Pho_rpoB  VEGKDVLIGRTSPPRFLEERGLGAVSLQERRETSVAVRPSEKGIVDKVIITETGDGTKLVKVTVRDLRIPEIGDKFASRH 880   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  GQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHGIPSRMTVGQLIEAIGGKVASLKGRRVDGTAFIGEPEEKLRKELEELGF 960   
Pab_rpoB  GQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHGIPSRMTVGQLLEAIGGKVAALKGRRVDGTAFIGEPEEKLRKELEELGF 960   
Pho_rpoB  GQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHGIPSRMTVGQLLEAIGGKVAALKGRRVDGTAFIGEPEEKLRKELEELGF 960   
                   .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoB  KHTGREIMYDGITGKRLEADIFIGVIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAA 1040 
Pab_rpoB  KHTGREIMYDGITGKRFEADIFVGVIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAA 1040 
Pho_rpoB  KHTGREIMYDGITGKRFEADIFIGIIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAA 1040 
                   .         .         .         .         .         .         .          
Pfu_rpoB  MLLIERLLEESDKTEVWVCENCGHIALEDKRRRRVYCPVCGEEERISKVEMSYAFKLLLDELKAMVIRPKLNLSERV 1117  
Pab_rpoB  MLLIERLLEESDKTEVWVCENCGHIALEDKRRHKVYCPVCGEEERISKVEMSYAFKLLLDELKAMVIRPKLNLTERV 1117  
Pho_rpoB  MLLIERLLEESDKTEVWVCENCGHIAIEDKRRHKVYCPVCGEEERISKVEMSYAFKLLLDELKAMVIRPKLNLTERV 1117  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 66, hiervon 51 ähnlich und 15 stark abweichend ). 
 
8.1.2.2 Untereinheit A’ (rpoA1) 
P.furiosus  PF1563,   P.abyssi  rpoA1 / PAB0424,   P.horikoshii  PH1545 
Bei P.furiosus wurde der Startpunkt drei Aminosäure-Positionen früher als in PF1563 annotiert angesetzt. 
Die Daten stimmen auf diese Weise u.a. besser mit der Position der ribosomalen Bindestelle überein. 
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  MQSMKKVIGSIEFGILSPQEIRKMSAVEVTVPDTYDDDGYPIEGGVMDKRMGVIDPGLRCETCGGRAGECPGHFGHIELA 77   
Pab_rpoA1  MQSVKKVIGSIEFGILSPQEIRKMSAVEVTVPDTYDDDGYPIEGGVMDKRMGVIDPGLRCETCGAKAGECPGHFGHIELA 80   
Pho_rpoA1  MHSVKKVIGSIEFGILSPQEIRKMSAVEVTVPDTYDDDGYPIEGGVMDKRMGVIDPGLRCETCGAKAGECPGHFGHIELA 80   
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  RPVIHVGFAKTIYRILESTCRECGRIKLTDEEIEEYMKKIELARNRRSEFNEIIKEIHKKAKERMVCPHCGAPQYPIKFE 157  
Pab_rpoA1  RPVIHVGFAKTIHRILESTCRECGRIKLTDEEIEEYMKKLELAKNRRSEVNKILKEIHKKARERMVCPHCGAPQYPIKFE 160  
Pho_rpoA1  RPVIHVGFAKTIHRILESTCRECGRIKLTDEEIEEYMKKLELAKNRRSEVNKILKEIHKKARERMVCPHCGAPQYPIKFE 160  
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  KPTIYWEIRKDEQGNEYRHRLMPTEVRDWLEKIPDKDLPLLGLDPEKSRPEWMVLTVLPVPPVTARPSITLETGIRAEDD 237  
Pab_rpoA1  KPTIYWELRKDEQGNEYKHRMMPTEIRDRLEKIPDKDLPLLGLHPEKSRPEWMVLTVLPVPPVTARPSITLETGIRAEDD 240  
Pho_rpoA1  KPTIYWELRKDEQGNEYKHRMMPTEIRDRLEKIPDKDLPLLGLHPEKSRPEWMVLTVLPVPPVTVRPSITLETGIRAEDD 240  
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  LTHKLVDIIRINNRLKQNIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNEAPGVPPAKHKSGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLS 317  
Pab_rpoA1  LTHKLVDIIRINNRLKQNIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNETSGVPPAKHKSGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLS 320  
Pho_rpoA1  LTHKLVDIIRINNRLRQNIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNETSGVPPAKHKSGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLS 320  
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  GKRVNFSARTVISPDPMISINEVGVPVEVAMELTVPEKVTEFNIERLRKMVLNGPDKYPGANYVIDPEGRRRRIMDSNKE 397  
Pab_rpoA1  GKRVNFSARTVISPDPMISINEVGVPIQIAMELTVPEKVTEFNIEKLRKMVLNGPDKYPGANYVIDPEGRRIRIMESNRE 400  
Pho_rpoA1  GKRVNFSARTVISPDPMISINEVGVPIQIAMELTVPEKVTEFNIEKLRKMVLNGPDKYPGANYVIDPEGRRIRIMESNKE 400  
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  TLANQLDIGWTVERHLMDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYRTFRLNLAVCPPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAE 477  
Pab_rpoA1  NLARMIDIGWTVERHLLDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYRTFRLNLAVCPPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAE 480  
Pho_rpoA1  NLAKMIDIGWTVERHLVDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYKTFRLNLAVCPPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAE 480  
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  ARILMEVQNHIISPRYGGPIIGGIQDHISGGYLLTREGAYFTRDEVEQMLMFAGVDITELPEPDKYDENGNPLWSGKTIF 557  
Pab_rpoA1  ARILMEVQNHIISPRYGGPIIGGIQDHISGGYLLTREGAYFTREEVEQMLMFAGVDIKELPEPDKY.ENGKPLWSGKTIF 559  
Pho_rpoA1  AKILMEVQNHIISPRYGGPIIGGIQDHISGGYLLTREGAYFTREEVEQMLMFAGVDIKELPEPDKY.ENGKPLWSGKTIF 559  
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  SLLLPEDLTVWYRNKLCDEPERCEALEKLIEEKLMPDPEEVRKLAYDGFVYIQNGKLLSGAIDKKAYGREDGIILDLIVR 637  
Pab_rpoA1  SLLLPDDLTVWYRNKLCDEPERCEALEKLIEEKLMPDPEEVRKLAYDGFVYIQNGKLLSGAIDKKAYGREDGIILDLIVR 639  
Pho_rpoA1  SLLLPDDLTVWYRNKLCDEEEKCEALEKLIEEKLIPDPEEVRKLAYDGFVYIQNGKLLSGAIDKKAYGREDGIILDLIVR 639  
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  EYGVERARQFLDQVTKLTIWVITHKGFTTGIDDEDLPEEARDRIREIIREAEERVNKLIEAYKRGELEPLPGKSLEDTLE 717  
Pab_rpoA1  EYGVERARQFLDQVTKLTIWVITHKGFTTGIDDEDLPEEARDRIKEIIREAEERVQKLIEAYKRGELEPLPGKTLEETLE 719  
Pho_rpoA1  EYGVERARQFLDQVTKLTIWVITHKGFTTGIDDEDLPEEARDRIREIIREAEERVQRLIEAYKRGELEPLPGKSLEETLE 719  
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  SLIMAVLAEARDNAGAVAEKYLGMDNHTVIMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGKRLYRGFRGRVLSHFKPGDLGAR 797  
Pab_rpoA1  SKIMAVLAEARDNAGSIAEKYLGMDNHTVIMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGKRLYRGFRGRVLSHFKPGDLGAR 799  
Pho_rpoA1  SKIMAVLAEARDNAGSVAEKYLGMNNHAVIMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGRRLYRGFKGRVLSHFKPGDLGAR 799  
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA1  AKGFVVNSYKSGLTPQEYFFHAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMQRRLINALQDLKVEYDGTVRSPEGIIVQFKYGEDGVDP 877  
Pab_rpoA1  AKGFVVNSYKSGLSPQEYFFHAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMQRRLINALQDLKVDYDGTVRDPTGVIVQFRYGEDGVDP 879  
Pho_rpoA1  AKGFVVNSYKSGLSPQEYFFHAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMQRRLINALQDLKVDYDGTVRDPTGVIVQFRYGEDGVDP 879  
                    .         .         .  
Pfu_rpoA1  MKSWRGKTVDVDRIIVRTLLKMRGNNKAKV 910  (korrigiert) 
Pab_rpoA1  MKSWGGKTVDVDRVIMRTLIKMRANNKG~~ 907  
Pho_rpoA1  MKSWGGKTVDVDRVIVRTLIKMRSNGKK~~ 907  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 72, hiervon 43 ähnlich und 29 stark abweichend ). 
 
8.1.2.3 Untereinheit A’’ (rpoA2) 
P.furiosus  PF1562,   P.abyssi  rpoA2 / PAB0425,   P.horikoshii  PH1544 
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoA2  MVSLSTIKSLIEKKGANLPENVKSELYEKLKKYNEKYKLTKAEIEAIIDDVVKEYERALVEPGEPVGTVAAQSIGEPSTQ 80   
Pab_rpoA2  MVSSSTIKSLIEKKGKDLPESVKQELYEKLIKYNEKYKLTKAEVETIIDEVVKEYERALVEPGEAVGTVAAQSIGEPSTQ 80   
Pho_rpoA2  MVSSSTIKSLIEKKGKDLPESVKQELYEKLIKYNEKYKLTKVEVETIIDEVIKEYEKALIEPGEAVGTVAAQSIGEPSTQ 80   
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                    .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoA2  MTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDARKNPSTPMMTVYLDEEHRYDRAKAEEVARRIEGTTLENLARSTTLDLINFE 160  
Pab_rpoA2  MTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDARKNPSTPMMTVYLDEEHRYDREKAEEVARRIEGTTLENLARTTTLDLINME 160  
Pho_rpoA2  MTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDARKNPSTPMMTVYLDEEHRYDREKAEEVARRIEGTTLENLARTTTLDLINME 160  
                    .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoA2  FIVEIDPERLERSGLTMEKVVKKLESSFKSAEFEVDGYTLIVRPKKADKISDLRRFAEKIKKHRLKGLSGVGKTIVRKEG 240  
Pab_rpoA2  FIVEIDPERLEKSGLTMEKVLKKLQSSFKSAEFEMEGYTLIVRPKKFEKISDLRRLAEKVKKHRLKGLSGVGKTIVRKEG 240  
Pho_rpoA2  FIVEVDPERLEKSGLTMEKILKKLQSSFKSAEFEADGYTLIVRPKKIEKISDLRRLSEKVKKHRLKGLSGVGKTIIRKEG 240  
                    .         .         .         .         .         .         .         . 
Pfu_rpoA2  DEYVIYTEGSNFKQVLKVPGVDPTRTRTNNIHEIAEVLGIEAARNAIIDEIVSTMQEQGLEVDIRHIMLVADMMTLDGIV 320  
Pab_rpoA2  DEYVIYTEGSNFKQVLKVPGVDPTRTKTNNIHEIAEVLGIEAARNAIIEEIMNTMREQGLEVDIRHIMLVADIMTLDGVV 320  
Pho_rpoA2  DEYVIYTEGSNFKQVLKVPGVDPTRTRTNNIHEIAEVLGIEAARNAIIEEIINTMHEQGLEVDIRHIMLVADIMTLDGVV 320  
                    .         .         .         .         .         .         .          
Pfu_rpoA2  RPIGRHGVVGEKSSVLARAAFEITVQHLFEAAEKGEVDNLNGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLRPQKEKEEV 397  
Pab_rpoA2  RPIGRHGVVGEKASVLARAAFEITVQHLFEAAERGEVDNLSGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLRPQKEKEEV 397  
Pho_rpoA2  RPIGRHGVVGEKASVLARAAFEITVQHLFEAAERGEVDNLSGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLKPQKEKEEV 397  
 ( Positionen mit Aminosäureaustausch: 41, hiervon 28 ähnlich und 13 stark abweichend ). 
 
8.1.2.4 Untereinheit D (rpoD) 
P.furiosus  PF1647,   P.abyssi  rpoD / PAB2410,   P.horikoshii  PH1637 
                   .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoD  MAGIEVQILEKKEDSIKFVLKGVHVSFANALRRTILGEVPTFAVDEVEFYENDSALFDEIIAHRLAMIPLTTPVDRFELD 80   
Pab_rpoD  ~~MVEIKILKKTDDSITFILEGVDVAFANALRRTILGEVPTFAVDEVEFYENDSALFDEIIAHRLAMIPLKTPVDRFELD 78   
Pho_rpoD  MEMVKIKILKKTEDSITFILEGVSVAFANALRRTILGEVPTFAVDEVEFYENDSALFDEIIAHRLAMIPLKTPTDRFELD 80   
                   .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoD  ALELDDYTVTLSLEAEGPGIVYSGDLKSDDPDVKPVNPNIPIVKLAEGQRLVFNAYAKLGRGKDHAKWQPGFVYYKYYTI 160  
Pab_rpoD  ALELDDYTVTLSLEAEGPGIVYSGDLKSDDPDVKPANPDIPIVKLAKGQRLVFNAFAKLGRGKDHAKWQPGFTYYKYFTR 158  
Pho_rpoD  ALELDDYTVTLSLEAEGPGIVYSGDLKSDDPDVKPVTPDIPIVKLAKGQRLVFNAYAKLGRGKDHAKWQPGFTYYKYFTR 160  
                   .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoD  VHISKSIPEWKELKKLAKKRGLPVEETEEEVLVTTIKPFYIPKDFEEYEGKEIWEEIVPNTYIFTVETNGELPVEEIVSI 240  
Pab_rpoD  IHISKEIEGWEKLKKLAKKRGLPVKENENEVIVETIKPFYIPKEFEEYEGKGIWEEIVPNTYVFVVETNGELPVEEIVKI 238  
Pho_rpoD  VHISKKINGWEKLAKLAKKRGLPTKENEEEVIVETIKPFYIPKEFEEYEGKEIWEEIVPDTYVFVVETNGELPVEEIVKI 240  
                   .         .         
Pfu_rpoD  ALKILMRKADRFISELQKLTS 261  
Pab_rpoD  ALKILMRKADRFINELQGLAG 259  
Pho_rpoD  ALRILMRKADRFINELQRLAG 261  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 49, hiervon 23 ähnlich und 26 stark abweichend ). 
 
8.1.2.5 Untereinheit E’ (rpoE1) 
P.furiosus  PF0256,   P.abyssi  rpoE1 / PAB1105,   P.horikoshii  PH1908 
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoE1  MYKIVTVKDVVRIPPTMFTMDPKEAAKIILRETYEGTYDKDEGVILSILEVKDIKDGIIIPGDGATYHEVVFDVLVWEPK 80   
Pab_rpoE1  MYKIVTVKDVVRIPPRMFTMDPKEAAMLVLRETYEGKYDKDEGVILSIVEVKEVGDGIIVPGDGATYHEVVFDVLVWEPK 80   
Pho_rpoE1  MYKIVTVKDVVRIPPRMFTMDPKEAAMLVLRDTYEGTYDRDEGVILSIVEVKEVGDGIIVPGDGATYHEVVFDVLVWEPK 80   
                    .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoE1  IHEVVEGYVADVMPFGAFIRIGPIDGLVHISQLMDDYVVYDERNKQFVGKEKKYLLKIGDLVRARIINISAKSKVIRENR 160  
Pab_rpoE1  QQEVVEGTVVDAVPFGAFVRIGPMDGLVHISQLMDDYVVYDERNKQFVGKEKKYLLKIGDAVRARIITVSAKSRIIRENR 160  
Pho_rpoE1  RDEVVEGTVVDVVPFGAFIRIGPMDGLVHISQLMDDYVVYDERNKQFVGKEKKYLLKIGDAVRARIITVSPKSRVIRENR 160  
                    .         .          
Pfu_rpoE1  IGLTMRQPGLGKFEWIEKEKKKEKEEGKK 189  
Pab_rpoE1  IGLTMRQPGLGKFEWIEKEKRKEKE.GKK 188  
Pho_rpoE1  IGLTMRQPGLGKFEWIEKEKRKEKE.GKK 188  
 ( Positionen mit Aminosäureaustausch: 28, hiervon 15 ähnlich und 13 stark abweichend ). 
 
8.1.2.6 Untereinheit E’’ (rpoE2) 
P.furiosus  PF0255,   P.abyssi  rpoE2 / PAB7428,   P.horikoshii  PH1908a 
( trotz Überlappung mit dem C-terminalen Anteil von E’ höchstwahrscheinlich korrekt translatiert ) 
                     .         .         .         .         .         .                  
Pfu_rpoE2  MSEKACRHCHYITSEDRCPVCGSRDLSEEWFDLVIIVDVENSEIAKKIGAKVPGKYAIRVR 61  
Pab_rpoE2  ~TEKACRNCHYITTEDQCPVCGSRDLSEEWFDLVIIIDVENSEIAKKIGAKVPGKYAVRVR 60  
Pho_rpoE2  MTEKACRNCHYITTEDQCPVCGSRDLSEEWFDLVIIIDVENSEIAKRIGAKVPGKYAIRVR 61  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 8, hiervon 7 ähnlich und 1 stark abweichend ). 
 
8.1.2.7 Untereinheit F (rpoF) 
P.furiosus  PF1036,   P.abyssi  PAB0732,   P.horikoshii  PH1127 
                   .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoF  MIGRGKLGEKYITIAEAKELLLKRREEEVKAGIEEPLYYEARLALEHAERFAKLPADKAKEAVEELMNAFEWMSDRIACK 80   
Pab_rpoF  MIGRKKLGEKYITIAEAKEILLKKYEEGKKAGIEEPLFYEARLALEHAEKFAKLSAEKAREAVEELISAFDWMNDRIAGK 80   
Pho_rpoF  MIGRKKLGERYITISEAKEILLKKYEEGIKAGIEEPLFYEARLALEHAEKFAKLPAEKARKAIEELMSEFEWMNERIAAK 80   
                   .         .         .         .         
Pfu_rpoF  IVDIMPEDSMDLRVIFAKEEYQPTQEEMKQILDILDKYRE~ 120  
Pab_rpoF  IVDIMPEDNLDLRVIFAKEEYQPTQEEMKKILEILDKYRET 121  
Pho_rpoF  LVDIMPEDNLDLRVIFAKEEHQPTPEEMKKILEILDKYREE 121  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 30, hiervon 21 ähnlich und 9 stark abweichend ). 
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8.1.2.8 Untereinheit H (rpoH) 
P.furiosus  PF1565,   P.abyssi  rpoH / PAB7151,   P.horikoshii  PHS044 
                   .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoH  MAGKKEFSIFDHVLVPEHRVLSEEEKKALLEKYKITLAQLPQIKASDPAVKALGAKPGDVIEIKRKSPTAGVYYYYRVVV 80  
Pab_rpoH  MAGKSEFNIFKHVLVPEHRILSEEEKKALLEKYRITPAQLPQIKASDPAVKALGAKPGDIIEIKRKSPTAGVYYYYRVVV 80  
Pho_rpoH  MSGKNEFNIFKHVLVPEHRILSEEEKKALLEKYKITPAQLPQIRASDPAVKALGAKPGDIIEIKRRSPTAGVYYYYRVVV 80  
 
Pfu_rpoH  ED 82  
Pab_rpoH  ED 82  
Pho_rpoH  ED 82  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 10, hiervon 7 ähnlich und 3 stark abweichend ). 
 
8.1.2.9 Untereinheit K (rpoK) 
P.furiosus  PF1642,   P.abyssi  rpoK / PAB7132,   P.horikoshii  PH1631a 
                   .         .         .         .         .          
Pfu_rpoK  MFKYTRFEKARIIGARALQISMGAPVLIDVPPGITPLEAAILEFEKGVIPITVIRPS 57  
Pab_rpoK  MFKYTRFEKARIIGARALQIAMGAPVLIDVPEGITPLEAAIMEFEKGVIPITVIRPS 57  
Pho_rpoK  MFKYTRFEKARIIGARALQIAMGAPVLIDVPEGITPLEAAIMEFEKGVIPITVIRPS 57  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 3, hiervon 2 ähnlich und 1 stark abweichend ). 
 
8.1.2.10 Untereinheit L (rpoL) 
P.furiosus  PF0050,   P.abyssi  rpoL / PAB2316,   P.horikoshii  PH0041a 
                   .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoL  MKIEVIKKEENLLEFYLEGEDHTFANLLVETLRENPHVKFTAYTIEHPITMARKPRFRVVTDGEITPEEALEEAAKKIFE 80  
Pab_rpoL  MKIEVIKKEQDLLEFYLEGEDHTFANLLTETLRENPHVKFVAYTIEHPILMARKPRFRVVTDGKITPEKALEEAAKKIFD 80  
Pho_rpoL  MKIEVIKKEEDMLEFYLEGEDHTFANLLTEVLREDPHVKFVAYTIEHPITMARKPRFRVVTDGKVTPEKALEEAARKIFN 80  
                   .          
Pfu_rpoL  RAKEVLEAWEKAVKS 95  
Pab_rpoL  RAKEVLDAWEKAIKG 95  
Pho_rpoL  RAKEVLDAWEKVVKS 95  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 17, hiervon 10 ähnlich und 7 stark abweichend ). 
 
8.1.2.11 Untereinheit N (rpoN) 
P.furiosus  PF1643,   P.abyssi  rpoN / PAB7131,   P.horikoshii  PH1632 
                   .         .         .         .         .         .         .         .  
Pfu_rpoN  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MGASPVIVPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVE 31   
Pab_rpoN  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIVPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVE 26   
Pho_rpoN  MIEQCWSEIQEEQSPTSQIGQLRVQGLRDKRVIVEYIPLILKTFLLSKTSGVGPLIIPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVE 80   
                   .         .         .          
Pfu_rpoN  AGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYRVY 70   
Pab_rpoN  AGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYRVY 65   
Pho_rpoN  AGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYKVY 119  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 57, hiervon 3 ähnlich und 54 stark abweichend , s.u.). 
 
Untereinheit N mit korrigiertem Start von Pho_rpoN: 
                   .         .         .         .         .         .         .       
Pfu_rpoN  MGASPVIVPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVEAGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYRVY 70   
Pab_rpoN  ~~~~~MIVPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVEAGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYRVY 65   
Pho_rpoN  ~~MGPLIIPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVEAGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYKVY 68   
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 8, hiervon 3 ähnlich und 5 stark abweichend ). 
 
8.1.2.12 Untereinheit P (rpoP) 
P.furiosus  PF2009,   P.abyssi  PAB3072,   P.horikoshii  PHS056 
                   .         .         .         .         .         .         .         
Pfu_rpoP  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVEAVYRCFKCGREVKLDLSITRDLRCPYCGSKILYKPRPKVPRRVKAI 49  
Pab_rpoP  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVEAIYRCAKCGREVKIDLSVTRDLRCPYCGSKILYKPRPKVPRRVKAI 49  
Pho_rpoP  MGQYLRVVLISQSLRPVRLLEELWSDVEMPEAVYRCAKCGREVKLDLSTTRDLRCPYCGSKILYKPRPKIPRRVKAI 77  
 
Untereinheit P mit korrigiertem Start von Pho_rpoP: 
                   .         .         .         .          
Pfu_rpoP  MVEAVYRCFKCGREVKLDLSITRDLRCPYCGSKILYKPRPKVPRRVKAI 49  
Pab_rpoP  MVEAIYRCAKCGREVKIDLSVTRDLRCPYCGSKILYKPRPKVPRRVKAI 49  
Pho_rpoP  MPEAVYRCAKCGREVKLDLSTTRDLRCPYCGSKILYKPRPKIPRRVKAI 49  
( Positionen mit Aminosäureaustausch: 6, hiervon 3 ähnlich und 3 stark abweichend ). 
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8.1.3 Alignments mit Archaea und Eukarya 
8.1.3.1 Untereinheit B und B’ / B’’ (rpoB, rpoB1, rpoB2) 
U.a. bei vielen methanogenen Archaea ist die große B-Untereinheit in zwei Teile (B’ und B’’) 
geteilt. Es mußte die Entscheidung getroffen werden, ob zwei separate Alignments mit B + B’ 
einerseits und B + B’’ andererseits gezeigt werden sollte, oder aber eine Gesamtübersicht mit B + 
B’ + B’’. Ich habe mich für Letzteres entschieden, weil sich an dem kombinierten Sequenzvergleich 
einige Details im Übergangsbereich vom C-Terminus von B’’ zum N-Terminus von B’ zeigen 
lassen. Dass auf diese Weise für ca. die Hälfte der untersuchten Organismen jeweils zwei 
Aminosäure-Sequenzen im Alignment enthalten sind, wirkt sich ziemlich negativ auf den 
Konsensus aus. Da dieses Alignment vor allem dazu gedacht ist, die Struktur der RNA-Polymerase 
bei P.furiosus besser zu verstehen, und das Auffinden von konservierten Regionen hauptsächlich 
über den Vergleich mit einem aussagekräftigen Konsensus geschied, wurde der „bessere“ Konsens 
aus den o.g. beiden einzelnen Alignments in Form einer kombinierten Konsensus-Zeile hinzugefügt 
(Consensus). In vielen Fällen wären die Alignments ohne die Gene von S.cerevisiae homogener 
gewesen. Da aber eine der Hauptaussagen dieser Darstellungen in dem Bezug von archaeellen 
Mustern auf die Verhältnisse bei Eukarya liegt, muß die teilweise unvorteilhafte Verteilung 
hingenommen werden.  
Das Zinkfinger-Motiv wurde rot hinterlegt. Die Segmentgrenzen wurden rot unterstrichen. 
 
Ape = Aeropyrum pernix, Tac = Thermoplasma acidophilum, Tvo = Thermoplasma volcanium, Mka = Methanopyrus kandleri 
AV19, Mja = Methanocaldococcus jannaschii, Mth = Methanothermobacter thermautotrophicus, Mac = Methanosarcina 
acetivorans C2A, Mma = Methanosarcina mazei Goe1, Pfu = Pyrococcus furiosus DSM 3638, Pab = Pyrococcus abyssi, Pho = 
Pyrococcus horikoshii, Afu = Archaeoglobus fulgidus, Hsp = Halobacterium sp. NRC-1, Sac = Sulfolobus acidocaldarius, Sso 
= Sulfolobus solfataricus, Sto = Sulfolobus tokodaii, Pae = Pyrobaculum aerophilum, Neq =  Nanoarchaeum equitans Kin4-M., 
Sce = Saccharomyces cerevisiae (rpb2 als homologes Gen bei Eukarya). 
 
Saccharomyces cerevisiae (Sce_Rpb2) 
 
Pyrococcus furiosus (Pfu_rpoB) 
 
        ↓ 1: External Æ                                     ↓ 2: Protrusion Æ 
Neq_rpoB2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MYSKLLIKKYYEEHPITRPQLDSFNWLIDHG......LKRIIQEVGKVEFEVTPEGVKEAYLVAV........ 59 
Mka_rpoB2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSEEDYLALLEGYLRRNEELLGDVKTHPLIAHHFLSYHWLIDEG......LQQLIEQMEPIEPEVEG................... 61 
Mth_rpoB2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MFWRKSMKKSAWGLVDAFF..........DKYDLVDHHIHSYNDFVSNR......IQEIIDTSEPIELEQGKY.................. 57 
Afu_rpoB2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MLDTRVLARAYF..........THERLVKHQIDSFNRFID......EGLQRVIDEQGVIELDIPDT......Y........... 51 
Hsp_rpoB2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MLQEDKRELSESYF..........SKERLAEHHFRSYNAFLE......HGMQDVVTEKERIETDIGDKEDEEPVW........... 59 
Mma_rpoB2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MQHHIDSFNKFID......YGLQKIIDEQRIIETDIEDT......Y........... 34 
Mac_rpoB2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIALESSILSQAYF..........TRDKIVQHHIDSFNKFID......YGLQKIIDEQKIIETDIEDT......Y........... 53 
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Sac_rpoB,  LGVVSVEDVIRRISEQN.EDVEKYMSWSKV...YLNGRLLGYYEDGKELAKKIRESRRQGKLSD....EVNVAYIATDYLNEVHINCDAGRVRRPLIIVNNGTP...... 585 
Sto_rpoB,  QGVISQEELIDRLSAE..EDINKYLNWSKV...YLNGRLLGYYPDGKELAEKIRELRRSGKISD....EVNVAHIVTEYINEVHINCDGGRVRRPLIIVKDGKP...... 585 
Tac_rpoB,  MDVREVLEESPKKG..............RV...YLNGDFIGYHDDPRYLVSRIREERRSGRMSD....EVNVRY..DDNTNEVIVNSDRGRLRRPLLILKDGKT...... 618 
Tvo_rpoB,  MDVKEVLEESPNKG..............RV...YLNGDFVGYHDDPRYLVRRLREERRAGRISD....EINVRY..DDNTNEVIVNCDRGRLRRPLLVLKDGRT...... 618 
Sso_rpoB1  MGVVPVEEVIRRVTEGG.EDQNEYLKWSKV...ILNGRLIGYYQDGGELANKIRERRRKGEISD....EVNVGHIVTDFINEVHVNCDSGRVRRPLIIVSNGNP...... 112 
Neq_rpoB1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVGDI...YLNGKYIGKTDNPEKFVQEFRKKRRLGYLPETVN.......IYLDEQNDIYIYTDGGRIVRPLIVVENGKPK..... 70 
Mka_rpoB1  ~~~~~METRVDKAVEHVLKGPEREEDRTPV...YLNGRLIGYVEDPEEFVEKVRELRREGVLHPR......VNAAYHEDLNEVHVNCDRGRVVRPLLVVEDGEVK..... 91 
Mja_rpoB1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKNLASREVNI...YVNGKLVGTTDKPEELVNFIREKRRKGELPQ......YTTVAYNEESNDIHINTDAGRIVRPLIVVENGKPK..... 77 
Mth_rpoB1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSKTKI...YINGKLIGTCENPEEFVEEMRKKRRSGEVSPE......MNITHYPENHEIYIFTDPGRARRPLIIVEDGEPL..... 72 
Hsp_rpoB1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSTEREAKV...YVNGSLVGTHENPEELAEQIREARRRGEVSEM......VNVSVRDRTGEVIVNADAGRARRPLLVVENGEPV..... 75 
Afu_rpoB1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MRKCRV...YINGALVGFHDNGEELANKIRELRRKGRISNQ......VNVVYYPDSNEVRINTDAGRARRPLIVVKDGKPL..... 72 
Mac_rpoB1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTKAKV...FINGELVGTHDNPAELAEELRKMRRQGFISKQ......VNIALNDNTREVIINSDMGRARRPLVVVENGVLR..... 72 
Mma_rpoB1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MAKAKV...FINGELVGTHDNPAELVEELRKMRRQGFISRQ......VNIALNDSTREVIINSDMGRARRPLLVVENGSPK..... 72 
Consensus   G                           V   Y NG L G      EL   IR  RR G IS  ...   V         EV  N D GR RRPL  VENG P ..... 
 
 
Sce_rpb2,  KVRKGHIAKLMATEYQDIEGGFEDVEEYTWSSLLNEGLVEYIDAEEEESILIAMQPEDLEPAEANEENDLDVDPAKRIRVSHHATTF...................THCE 742 
Ape_rpoB,  KLTREHVEKLSRGEI.............TFWDLVKQGVVEMLDPEEEQNALIA...........................................ELPWEVTKEHTHME 678 
Pae_rpoB,  KLTREIVEKVKRGDL.............TWDDLVKMGVVEYLDADEEENAHIA...........................................TDPRGNLTNYTHVE 648 
Pfu_rpoB,  KLTKEHVQAVKEGRL.............KWSDLIKMGIIEYLDAEEEENAYVAMW...........................................PWEVTEEHTHLE 638 
Pab_rpoB,  KLTKEHVQAIKEGRL.............KWSDLVRMGVIEYLDAEEEENAYVAMW...........................................PWEVTEEHTHLE 638 
Pho_rpoB,  KLTKEHVQAIKEGRL.............KWSDLVRMGVIEYLDAEEEENAYVAMW...........................................PWEVTKEHTHLE 638 
Sac_rpoB,  LVDTEDIKKLKNGEI.............TFDDLVKQGKIEFIDAEEEENAYVALN...........................................PQDLTPDHTHLE 639 
Sto_rpoB,  LVSEDDIEKLRKGEI.............TFDDLVKQGKIEFLDAEEEENAYIALN...........................................PQDLTKDHTHLE 639 
Tac_rpoB,  VLDRTMIERLKHGEI.............SFEDLVKQGAIEWLDAEEEEDTYVAVYAYDIPEKCPHCNSYLYRSMVDWVNPGESEITLECGFCHQRFNVPSKLSKENTHLE 715 
Tvo_rpoB,  VITEDMIEKLRKDEY.............SFEDLVKVGALEWLDAEEEEDAYVAVYAYNIPEKCPHCSSYLYRSMVDWSNPGSNNIILECGFCYNKFEVPSLITPEHTHLE 715 
Sso_rpoB1  LVTIEDIEKLESGAI.............TFDDLVRQGKIEYLDAEEEENAYVAL...........................................EPNDLTPDHTHLE 166 
Neq_rpoB1  .LTQKHIELLAQGKLK.............WDDLVKQGIIEYLDAAEEENAYIAL...........................................DIEDLTPEHTHLE 123 
Mka_rpoB1  .LTEEHLEKLREGEIS.............WKDLEEEGVIEFLDAEEEENALIAQSLEEF....................................YSMPKEERKKYTHVE 151 
Mja_rpoB1  .LTKEHIEKLKKGEI.............TFSDLVKEGVIEYLDAEEEENAYIAL...........................................SEEELTEKHTHLE 130 
Mth_rpoB1  .LTEEHLEKLETGEMS.............WDDLIAAGIIEYLDAEEEENAYIAM...........................................SPDEINDEHTHLE 125 
Hsp_rpoB1  .VTQEEVEAVKNGDID.............FEDLVEAGKVEFIDAEEEEDILVGV...........................................EEEELTTDHTHLE 128 
Afu_rpoB1  .VTPEHIEKIKKGEL.............TIEDLVRQGLIEYLDAEEEENAYVAVYE...........................................HELTPEHTHLE 125 
Mac_rpoB1  .ATEEHVQKLKSKEI.............TFDDLVKEGCVEYLDAEEEENAYIALYE...........................................SDITSRHTHME 125 
Mma_rpoB1  .VTEEHVQKLKNKEI.............SFDDLVKEGCVEYLDAEEEENAYIALYE...........................................SDITDRHTHME 125 
Consensus    T EH EKLK GE .............   DLVK G IEYLDAEEEENAY A  .......................................... P   T  HTHLE 
 
                ↓ 8: Hybrid binding Æ                                                                              ↓  
Sce_rpb2,  IHPSMILGVAASIIPFPDHNQSPRNTYQSAMGKQAMGVFLTNYNVRMDTMANILYYPQKPLGTTRAMEYLKFRELPAGQNAIVAIACYSGYNQEDSMIMNQSSIDRGLFR 852 
Ape_rpoB,  LWVPAIVGVAAATIGYLEHNQSPRNTYQAAMAKQALGVYALNYRIRLDSHSYLLQYPQVPIVQTRMLDIMGYNERPAGQNMVVAIMSYTGYNIEDALIFNKGSIDMGLAR 788 
Pae_rpoB,  IIPSSILGAIASIIPYIEHNQSPRNQYEAAMAKQSLGLPQSNFLYKLDSRGHMLYYPERPIVTTRGLELIGYSKRPAGQNAVVALLTYTGYNIEDAVILNKASVERGMFR 758 
Pfu_rpoB,  LMPAAILGLPASLVPYPEHNAAPRNTYGAGMAKQSLGLGWANFRIRVDTRGHLLHYPQIPLVNSRIMKAVGYEDRPAGQNFVVAVLAYQGYNMEDAIIINKASIERGLAR 748 
Pab_rpoB,  LMPAAILGLPASLIPYPEHNAAPRNTYGAGMAKQSLGLGWANFRIRVDTRGHLLHYPQIPLVNSRIMKAVGYEDRPAGQNFVVAVLAYHGYNMEDAIIINKASIERGLAR 748 
Pho_rpoB,  LMPAAILGLPASLIPYPEHNAAPRNTYGAGMAKQSLGLGWANFRIRVDTRGHLLHYPQIPLVNSRIMKAVGYEDRPAGQNFVVAVLAYHGYNMEDAIIINKASIERGLAR 748 
Sac_rpoB,  IWPSAILGIIASIIPYPEHNQSPRNTYQSAMAKQSLGLYASNYQIRTDTRAHLLHYPQMPLVQTRMLGVIGYNDRPAGANAILAIMSYTGYNMEDSIIMNKSSIERGMYR 749 
Sto_rpoB,  IWPPAILGITASIIPYPEHNQSPRNTYQSAMAKQALGLYAANYQLRTDTRAHLLHYPQKPLVGTKILDIIGYNDRPAGNNAILAVMSYTGYNMEDAIIMNKSSVERGMYR 749 
Tac_rpoB,  IDPAMILGVVASIIPYPEHNSSPRITIASAMAKQSLGFAQSNVRIRPDTRGHLLHYPQVPLVRTRVMDYIHYDRRPAGQNFVVAVLSYEGYNIQDALVINKAAIERGLGR 825 
Tvo_rpoB,  IDPAMILGVVASIIPYPEHNSSPRITIASAMAKQSLGFAQSNVRIRPDTRGHLLHYPQVPLVRTRVMEYTHYDRRPAGQNFVVAVLSYEGYNIQDALVINKAAIDRGLGR 825 
Sso_rpoB1  IWSPAILGITASIIPYPEHNQSPRNTYQSAMAKQALGLYAANYQLRTDTRAHLLHYPQRPLVQTRALDIIGYTNRPAGNNAILAVMSFTGYNMEDSIIMNRSSVERGMYR 276 
Neq_rpoB1  IGPQVILGILSAAVPYARFNQSARLNRGERTQRQALGLYSVAYPLRFESDVHVAQTLQKPLVRTIVHDLIRFDERPAGYNMVVAVMAYEGYNTQDALVINRNAIDFGFTR 233 
Mka_rpoB1  LDPAAIFGTCCSCIPWPESNSAPRNTMGTNMTRQALGFYAANHPIRMESRGHLLYYPHRPLVKTRGTEAFDYDERPAGQNMIVAVLTYEGYNMEDAIIMNESAIERGLAR 261 
Mja_rpoB1  IDPLTILGIGAGVAPYPEHNSAPRITMAAAMGKQSLGIPMSNIKWRLDTRGHYLHYPQVPIVRTKHQEILGFDKRPAGQNFVVAIMSYEGYNMEDAIVFNKSAIDRGLGR 240 
Mth_rpoB1  IDPSTMLGICAGIIPFANHNSSPRNTMEAGMTKQALGLYASNYDLRTDTRAHLLHHPQVPIVKTRIIDVTGYDERPSGQNFVVAVMSYEGYNMEDALILNKASLERGLAR 235 
Hsp_rpoB1  IDPQLIFGIGAGMIPYPEHNASPRITMGAGMMKQSLGLPAANYRIRPDTRQHLLHYPQKAMVNTQTTEQIGYDDRPAGQNFVVAVMSYEGFNIEDALVMNKGSVERALSR 238 
Afu_rpoB1  LDPSLIVGICTGSIPYAEHNASPRNTMGAAMIKQSLGIPYSNLAWRTDTRGHLMQHPQVPIVTTDTQVEIKFDERPAGQNFVVAVLSYEGYNIEDALIMNKGSVERGLGR 235 
Mac_rpoB1  IDPELMLGICTGMVPYPEHNASPRNTMGAAMIKQCIGVSTANQKLRPDTRAHVLHYPQRALTRTRTSEAIGFDDRPAGQNFVVAILSYEGYNIEDALIFNKGSIERGLGR 235 
Mma_rpoB1  IDPEMMLGICTGMVPYPEHNASPRNTMGAAMIKQCIGVSTANQKLRPDTRAHVLHYPQRALTRTRTSEAIGFDDRPAGQNFVVAILSYEGYNIEDALIFNRGSIDRGLGR 235 
Consensus  I P  ILG  A  IPYPEHN SPRNT  AAM KQ LG    N   R DTR HLLHYPQ PLV TR     GY  RPAGQNFVVAV SY GYN EDA I NK SIERGL R 
                                                                                                        (Metal B-Motiv) 
 
Anhang  114 
      9: WallW Æ 
Sce_rpb2,  SLFFRSYMDQEKKYGMSITETFEKPQRTNTLRMKHGT.YDKLDDDGLIAPGVRVSGEDVIIGKTTPIS..PDEEELGQRTAYHSKRDASTPLRSTENGIVDQVLVTTNQD 959 
Ape_rpoB,  AYFFRVYTGIENEYPGGERDRITLPKPDEVYDYRGAAAYAKLEADGIVAPETEVEGGEILIGRVSPPRFLGEGR..VISMATVRRRDTSIPMRLGEKGVVDMVVISTTVE 896 
Pae_rpoB,  SVFYRTYETEEQKYPGGEEDRIEIPDSS.VKGYRGPEAYSHLDEDGIAPPEVYVSSNEVLIGKTSPPRFYTTLE...AERILKERRDASVAVRRGEKGIVDKVIITESPE 864 
Pfu_rpoB,  STFFRTYEAEEKKYLGGQTDKFEIPDPT.VRGYRGEKYYRNLDEDGLIFPESKVEGKDVLVGRTSPPRFLEE.RG.LGTVSLQERRETSVAVRPSEKGVVDKVIITETGD 855 
Pab_rpoB,  STFFRTYEAEEKKYLGGQTDKFEIPSPT.VRGYRGEKYYRHLDEDGLIFPESKVEGKDVLIGRTSPPRFLEE.RG.LGAVSLQERRETSVAVRPSERGVVDKVIITETGD 855 
Pho_rpoB,  STFFRTYEAEEKKYLGGQTDRFEIPAPT.VRGYRGEKYYRHLDEDGLIFPESKVEGKDVLIGRTSPPRFLEE.RG.LGAVSLQERRETSVAVRPSEKGIVDKVIITETGD 855 
Sac_rpoB,  STFFRLYSTEEVKYPGGQEDKIVTPEAG.VKGYKGKDYYRLLEDNGVVSPEVEVKGGDVLIGKVSPPRFLQEFKE.LSPE..QAKRDTSIVTRHGENGIVDLVLITETLE 855 
Sto_rpoB,  STFFRLYSTEELKYPGGQEDKIMKPEPG.TKGYKGNEYYRLLEDNGIVSPEVEVKGGDVLIGKVSPPRFLQEFKE.LSPE..QSKRDTSIVTRHGEMGIVDLVLVTESSE 855 
Tac_rpoB,  STFFRTYSAEERRYPGGQEDKFEIPTHD.IIGARAEEYYKNLDDSGIIFPEAYVEGSDVLIGKTSPPRFLEEGEERLGP...QRRRESSVTMRPNESGYVDNVFLTVSES 931 
Tvo_rpoB,  STFFRTYSAEERRYPGGQEDKFEIPTHD.VIGARAEEYYKNLDESGIIYPEAYVEGSDVLIGKTSPPRFLEEGEERLGP...QRRRESSVTMRPNESGYVDNVFLTVSES 931 
Sso_rpoB1  STFFRLYSTEEVKYPGGQEDKIVMPEAG.VRGYKGKEYYRLLEDNGVVSPEVEVKGGDVLIGKVSPPRFLQEFKEL...SPEQAKRDTSIVTRHGEMGIVDLVLITETAE 382 
Neq_rpoB1  TMYFRPYEAVERKYALGLSDEITVPSPD.VRGYKGEKHYRHLESDGIVYPEAEVKGKDVLIGRISPPRFLEGGELALLGAATLQKRDSSITVRSEEEGIVDSVLVTEGED 342 
Mka_rpoB1  SFFFKTFEDEARTYPGGMKDKFCIPEKE.VRGYRSEDAYKHLGEDGLAEVGERVEGRDVIIGKTSPPRFLEEFRP..EELPAEERRESSTAIRHTDSGIVDSVIITETSD 368 
Mja_rpoB1  STFFRTYDACERRYPGGQMDRFEIPDKG.VRGYRSEECYRYLEEDGIVAVESHVKGGDVIVGKTSPPRFLEEHE..ITIQVKPQRRDSSVVVRHGEEGYIDKVILTETKE 347 
Mth_rpoB1  SSFFRSYEAAERRYPGGQEDRFEIPEKG.VRGYRSESDYRHLDEDGIINPEAEVSSGDVLIGKTSPPRFLEEIDEF..GTVAERRRETSVTVRHGEKGIVDAVLLTETVE 342 
Hsp_rpoB1  SHFFRTYEGEERRYPGGQEDRFEIPGDD.VRGARGEDAYTHLDDDGLVNPETKVDDSSVLLGKTSPPRFLEEPED.MGGLSPQKRRETSVTMRSGEDGVVDTVTLMEGED 346 
Afu_rpoB1  SFFYRTYESEEMRYPGGQEDKFEIPGAD.ISGFRGAEAYAHLDEDGLIFPETEVGPDDVLIGRTSPPRFLEEPTEL..GISPQKRRETSVTMRSNEKGVVDAVFLMQSEG 342 
Mac_rpoB1  SHFLRTFEGEERRYPGGQEDKFEIPDSE.YRGARSAEAYANLDVDGLVNPETPVGPNDVLIGKTSPPRFLEEPSDF..GIAVEQRRESSVTMRSNETGIVDTVILTESIN 342 
Mma_rpoB1  SHFLRTFEGEERRYPGGQEDKFEIPDSE.YRGARSAEAYANLDVDGLVNPETPVGPNDVLIGKTSPPRFLEEPSDF..GIAVEQRRESSVTMRSNETGIVDTVILTESIN 342 
Consensus  S FFRTY  EE  YPGGQED FEIP   .V GYRG   Y  LD DG   PE  V G DVLIGKTSPPRFLEE            RR  SV  R  E G VD V  TE    
 
                      ↓ 10: Hybrid binding Æ 
Sce_rpb2,  GLKFVKVRVRTTKIPQIGDKFASRHGQKGTIGITYRREDMPFTAEGIVPDLIINPHAIPSRMTVAHLIECLLSKVAALSGNEGDASPFTDIT.V..EGISKLLREHGYQS 1066 
Ape_rpoB,  RNKLVKVRVRNLRIPEIGDKFASRHGQKGVIGMIFPRYDMPYTEEGIEPDVILNPHAIPSRMTVGQLLEEIAGKLGAIKGRFVDATPFFKE.DI..DGLRIELLKEGYDP 1003 
Pae_rpoB,  GNKLVKVRLRELRVPELGDKFASRHGQKGVVGMLLRQEDMPFTEDGIVPDIIVNPHALPSRMTVAQLLESIAGKLGASTGQLIDATPFEGVKE...EDLRKLLLKLGYKW 971 
Pfu_rpoB,  GTKLVKVTVRDLRIPELGDKFASRHGQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHGIPSRMTVGQLIEAIGGKVASLKGRRVDGTAFIGEPE...EKLRKELEELGFKH 962 
Pab_rpoB,  GTKLVKVTVRDLRIPEIGDKFASRHGQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHGIPSRMTVGQLLEAIGGKVAALKGRRVDGTAFIGEPE...EKLRKELEELGFKH 962 
Pho_rpoB,  GTKLVKVTVRDLRIPEIGDKFASRHGQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHGIPSRMTVGQLLEAIGGKVAALKGRRVDGTAFIGEPE...EKLRKELEELGFKH 962 
Sac_rpoB,  GNKLVKVRVRDLRIPEIGDKFATRHGQKGVVGILIDQVDMPYTAKGIVPDIILNPHALPSRMTIGQIMEAIGGKYAALSGKPVDATPFLETPKL..QEMQKEILKLGHLP 963 
Sto_rpoB,  GNKLVKVRVRDLRIPEIGDKFATRHGQKGVIGMLIDQADMPYTVKGVVPDIILNPHALPSRMTIGQIMEALAGKYVALTGKPVDATPFIESPPL..EEIRKGIRESGLLP 963 
Tac_rpoB,  NSRVVKIKVRSERIPELGDKFASRHGQKGVVGLVVPQEDMPFTEDGIIPDLIFNPHSIPSRMTVGHILEMIGGKIASRTGRFIDGTIFSGEPE...KSLRDALVKYGFRK 1038 
Tvo_rpoB,  NSRVVKIKVRSERIPELGDKFASRHGQKGVIGLVVPQEDMPFTEEGIIPDLIFNPHSIPSRMTVGHILEMIGGKIASRTGKFIDGTIFSGEPE...KSLRDELVKYGFRK 1038 
Sso_rpoB1  GNKLVKVRVRDLRIPTIGDKFASRHGQKGVIGMLIPQVDMPYTVKGVVPDIILNPHALPSRMTLGQIMEGIAGKYAALSGNIVDATPFYKTP.I..EQLQNEILRYGYLP 489 
Neq_rpoB1  SNLKVRVRIRMERPTEIGDKFSSRHGQKGVIGLIVPPSDMPFTASGIVPDLIFNPHGLPSRMTIGQIIELVAGKVASLRGKAVDGTPWEEEPV...EDLRKQLLRLGFRE 449 
Mka_rpoB1  GHKLVKVRIRDERVPELGDKFSSRHGQKGVIGMIVPEEDMPFTEDGITPDLILNPHALPSRETMAHILETLAGKAAALSGKRIDGSAFTSNPKEAYEEIKKMLRELGFEP 478 
Mja_rpoB1  GNRLVKVKVRDLRIPELGDKFASRHGQKGVMGLTVPQEDLPFTESGIVPDIIINPHAIPSRMTVGQLLEMLGGKVGALEGRRIDGTIFSGEKEW..D.LRKALEALGFKH 454 
Mth_rpoB1  GSRLAKIRVREQRQPELGDKFASRHGQKGVVGLIVSQEDMPFTEDGIVPDLIVNPHAIPSRMSVGQVLEMLAGKAACMEGRRVDGTPFTGEDE...DDIKEALRANGFET 449 
Hsp_rpoB1  GSKLAKVSVRDERIPELGDKFASRHGQKGVVGHLAPQEDMPFTQEGVVPDLVLNPHALPSRMTVGHVLEMLGGKAGSLDGRSVDGTPFTGEGE...DEIRGTLEDRGFKS 453 
Afu_rpoB1  GSKLAKVRVRDLRIPELGDKFASRHGQKGVVGLLVPEEDMPFTESGIVPDLIINPHAIPSRMTVGHVLEMIGGKVGSLEGRRVDGSLFHGESE...EDLRATLKKYGFSH 449 
Mac_rpoB1  GTRLAKVKVRDERIPDIGDKFASRHGQKGVIGLKVPIADMPFTESGLTPDLMINPHAIPSRMTVGHVLEMIGGKVGSMEGRRVNATAFSGENE...DDLREALKKHGFAH 449 
Mma_rpoB1  GTRLAKVKVRDERIPDIGDKFASRHGQKGVIGLKVPIADMPFTESGLTPDLMINPHAIPSRMTVGHVLEMIGGKVGSMEGRRVNATAFSGEKE...DDLREALKKHGFAH 449 
Consensus  G KLVKV VRD RIPE GDKFASRHGQKGVIGL VPQEDMPFTE GIVPDLI NPHAIPSRMTVGQ LE IGGK   L GR VD T F GE E.    LR  L   GF   
 
                                                                     ↓ 11: Anchor Æ       ↓ 12: Clamp Æ 
Sce_rpb2,  RGFEVMYNGHTGKKLMAQIFFGPTYYQRLRHMVDDKIHARARGPMQVLTRQPVEGRSRDGGLRFGEMERDCMIAHGAASFLKERLMEASDAFRVHICG..ICGLMTVIAK 1174 
Ape_rpoB,  NAREVMYDGRTGQIIEAPITIGVAYYQRLYHMVADKIHARATGRVHLLTRQPTEGKARQGGLRFGEMERDCLVGHGASMLLRDRMLDNSDAYVMYVCNT..CGNIAWFNR 1111 
Pae_rpoB,  DGKEVMYSGITGERLVADIFIGIVYYQKLHHMVADKIHARARGPVQILTRQPTEGRSREGGLRLGEMERDVLIAHGASALLHERLVESSDKYVMYVCE..LCGLPAYLDA 1079 
Pfu_rpoB,  TGREIMYDGITGKRLEADIFIGVIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAAMLLIERLLEESDKTEVWVCEN..CGHIALEDK 1070 
Pab_rpoB,  TGREIMYDGITGKRFEADIFVGVIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAAMLLIERLLEESDKTEVWVCEN..CGHIALEDK 1070 
Pho_rpoB,  TGREIMYDGITGKRFEADIFIGIIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAAMLLIERLLEESDKTEVWVCEN..CGHIAIEDK 1070 
Sac_rpoB,  DSTEVVYDGRTGQKLKSRILFGIVYYQKLHHMVADKMHARARGPVQILTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDCLIGFGTAMLIKDRLLDNSYKAVVYICDQ..CGYVGWYDR 1071 
Sto_rpoB,  DGTEVVYDGRTGQKLKGRILFGIVYYQKLHHMVADKMHARARGPVQILTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDCLIGFGTAMLIKDRLLDNSDKATIYVCDK..CGYIGWYDR 1071 
Tac_rpoB,  SSTEVMYDGITGRRFKADIFVGVIYYQKLHHMVAGKFHARSRGPVQILTRQPTEGRSRQGGLRFGEMERDTLIAHGAAMVIKDRLLDQSDGTVLYVCGNPSCGHIAIYDR 1148 
Tvo_rpoB,  SGTEVMYDGITGRKFRADIFVGVIYYQKLHHMVAGKFHARSRGPVQILTRQPTEGRSRQGGLRFGEMERDTLIAHGAAMVIKDRLLDQSDGTVLYVCGNPSCGHIAIYDR 1148 
Sso_rpoB1  DATEVVYDGRTGQKIKSRIYFGVVYYQKLHHMVADKLHARARGPVQILTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDCLIGFGTAMLLKDRLLDNSDRTMIYVCDQ..CGYIGWYDK 597 
Neq_rpoB1  DGTETMYDPITGEEYKVKIFVGVMWYHKLKFLAANKLHARARGPMAILTRQPTEGKSREGGLRFGEMETDVILSHGAAISLYERF..GSDLVKVPVCEK..CGAIAIENK 555 
Mka_rpoB1  TGKEVMYDGRTGQKLEAEVFIGVCLYRKLYHMVKDKYHARSRGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDDLVAWGASLFLKERLLDESDKYEAYICPN..CGELC.YVH 585 
Mja_rpoB1  HGKEVMYDGKTGKKFEVEIYIGIAYYQKLHHLVAGKIHARSRGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLIGHGAAMLLKERLMDESDPYDICICSK..CGDFAILD. 561 
Mth_rpoB1  AGVESLYNGITGERIEAEIFIGVAYYQKLHHMTTDKVYARSRGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDCLIAHGAALALKERLLDESDKYEALVCAD..CGMIAVYDK 557 
Hsp_rpoB1  SGKEVMYSGVSGEKIEAEIFVGTIFYHKLYHMVSNKLHARSKGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRVGEMERDTVIGHGAAMVLKERLLDSSDREEIHVCGN..CGMTAV.EN 560 
Afu_rpoB1  TGKEVMYDGITGRRYLVDIFVGVIYYQKLYHMVSSKIHARSRGPVQVLTRQPTEGRARKGGLRFGEMERDVLIGHGAALLLKDRLLEESDKVEVWVCGN..CGHVATYDY 557 
Mac_rpoB1  TGKEIFYDGATGRMIPADVFVGVILYQKLHHMVTSKMHARSRGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAAMSLKERLLDESDKVVELVCSH..CGMIATYDK 557 
Mma_rpoB1  TGKEVFYDGATGRMIPADVFVGVILYQKLHHMVTSKMHARSRGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAAMSLKERLLDESDKVVELVCSH..CGMVATYDK 557 
Consensus   G EVMYDG TG    A IF GV YYQKLHHMVA K HARSRGPVQ LTRQPTEGRAREGGLRFGEMERD LIGHGAAM LKERLLD SD     VC  ..CG IA  D  
 
 
Sce_rpb2,  LNHNQFECKGCDNKIDIYQ......IHIPYAAKLLFQELMAMNITPRLYTDRSRDF~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1224 
Ape_rpoB,  .RKKVLECPIHGEEGDIRP......VKVPYAFKLLLQEITSMMIKPELKVADKISVIRKVVGDYT~~~~~~~~~~~~ 1169 
Pae_rpoB,  .KSNKPKCPIHGDTGQFAK......VVVPYAFKLLLQELIALGIYPKLELSEVLE~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1127 
Pfu_rpoB,  .RRRRVYCPVCGEEERISK......VEMSYAFKLLLDELKAMVIRPKLNLSERV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1117 
Pab_rpoB,  .RRHKVYCPVCGEEERISK......VEMSYAFKLLLDELKAMVIRPKLNLTERV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1117 
Pho_rpoB,  .RRHKVYCPVCGEEERISK......VEMSYAFKLLLDELKAMVIRPKLNLTERV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1117 
Sac_rpoB,  .SKNRYVCPVHGDKSVLHP......VTVSYAFKLLIQELMSMVISPRLILGEKVNLGGASNE~~~~~~~~~~~~~~~ 1126 
Sto_rpoB,  .ARNKYVCPIHGENANLYP......VTVSYAFKLLLQELMSMVISPRLVLGDKVSVGGENNE~~~~~~~~~~~~~~~ 1126 
Tac_rpoB,  .RKGTLRCPVCGNTGNIYP......IETSYAFKLMRDELISLGVVMRLMLGDMK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1195 
Tvo_rpoB,  .RKGTLRCPVCGNTGNIYP......IETSYAFKLMRDELISLGVVMRLMLGDMK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1195 
Sso_rpoB1  .NKNKYVCPIHGDKSNLFP......VTVSYAFKLLIQELMSMIISPRLVLEDKVGLSGG~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 649 
Neq_rpoB1  .EKGTAYCPVCGETEKI......SYVEMSYAFKLFLDELTSLGIWPRLRLKHKFD~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 603 
Mka_rpoB1  AATGKTICPICGEVRA.......DRVEMSYAFKILLDELKSFCMDAVLEVGSLSEREEGEEE~~~~~~~~~~~~~~~ 640 
Mja_rpoB1  YKRGLKYCPICGEIENLYSSKKIPFVRIPYAFKLLLDELKSMCILPRIKVRDKVEL..EDFEEFVEKLEKEKVKQKQ 636 
Mth_rpoB1  IRDKK.YCPIC.EDSESFP......VEVSYAFKLLLDELKSLCIFPKLILEDKA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 603 
Hsp_rpoB1  YEQRRVYCPNCEEETDVHS......IEMSYAFKLLLDEMKALGIAPRLELEEAV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 608 
Afu_rpoB1  .RRNTAYCHICDDESNIHK......VEMSYAFKLLLDELKSMMIAPRIILGDKA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 604 
Mac_rpoB1  .QRNVAFCSACGADTDIYP......VEMSYAFKLLLDEIKSLGVAPRLNLEDAV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 604 
Mma_rpoB1  .QRNVAFCSACGADTDIYP......VEMSYAFKLLLDEIKSLGVAPRLNLEDAV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 604 
Consensus         CP CG    I   .....VE SYAFKLLLDEL S  I PRL L                            
 
Anhang  115 
8.1.3.2 Untereinheit A’ (rpoA1) 
Die beiden A-Untereinheiten enthalten bei M.jannaschii jeweils ein Intein. Diese Proteine sind 
offensichtlich duch einen autokatalytischen Mechanismus in der Lage, sich korrekt aus dem 
„Wirtsprotein“ herauszuschneiden, wobei dessen verbleibenden Teile so zusammengefügt werden, 
dass trotzdem ein funktionsfähiges Protein entsteht (quasi eine extreme posttranslationale 
Modifikation). Bei rpoA1 ist das Intein 451 Aminosäuren lang. Bemerkenswert ist seine (im 
Alignment rot markierte) Position im hochkonservierten sensiblen Bereich direkt vor dem 
katalytischen Zentrum der A’-Untereinheit (ab Position 461). Auch die Zinkfinger-Motive wurden rot 
markiert. 
Saccharomyces cerevisiae (Sce_Rpb1) 
 
Pyrococcus furiosus (Pfu_rpoA1) 
 
 
               ↓ 1: Clamp core Æ                                                                           ↓ 2: ...  
Mka_rpoA1  ~~~~MTLMEEPRVQDPPKYVKRILFGILPPDKIRKMSKVEVTSPETYDEDGYPIE.GGVMDTRMGVIDPGLRCRTCGQPAGRCPGHFGHIELARPVLHPRYAERIKDVLR 105 
Neq_rpoA1  ~~~~~~~~~~~~~MEI.KKLGLIDLRPLDPEVIRKLSVVEVKIPEPYDRDGLPIE.NGPMDPRMGVIDPGLRCKTCGGKYGECLGHFGRIELARPVYHVKFLNEIKRLLQ 95 
Pae_rpoA1  ~~~~MSLREEFDAIPK.KVIKSIKFGVLSPEMIRKYSVMEVTTSEVYDEGGLPVR.GGIADRRLGVAEPGSRCETCGQTHDVCPGHFGHIELVKPVIHVGFARIIYDVLR 104 
Sso_rpoA1  ~~~~~~~~~~~~~MSE.KNIKGIKFGILSPDEIRKMSVTAIITPDVYDEDGTPIE.GSVMDPRLGVIEPGQKCPTCGNTLGNCPGHFGHIELVRPVIHVGLVKHIYEFLK 95 
Sac_rpoA1  ~~~~~~~~~~~~~MSE.KIIRGVKFGVLSPNEIRQMSVTAIITSEVYDEDGTPIE.GGVMDPKLGVIEPGEKCPVCGNTLAGCPGHFGHIELIKPVIHIGYVKHIYDFLR 95 
Sto_rpoA1  ~~~~~~~~~MVRIMSE.KIIKGIKFGILSPDEIRKMSVTAIITSEVYDEDGTPIE.GGVMDPRLGVIEPGQKCPTCGNTLNGCPGHFGHIELVRPVIHVGFVKHVYDILR 99 
Ape_rpoA1  MLGAMSLR.LSEFRET.NLLDKILFGVLSPHEIRQLAKVTVVRGDLYEADGTPVS.GGLRDPHFGAIEPGERCPVCGNSREECPGHFGKIELARPVLIPHYTDYVYKILQ 107 
Tac_rpoA1  ~~~~~~~~~~~MMGIS.KRISSIKFALLSPDEIRKLSQVKVITADTYDDDGYPIE.HGLMDLHMGVIEPGLRCATCGGKVDECPGHFGHIELAMPVVHVGFVKEIKMFLD 97 
Tvo_rpoA1  ~~~~~~~~~~~MMGIS.KRISSIKFALLSPDEIRKLSQVKVITADTYDDDGYPIE.HGLMDLHMGVIEPGLRCATCGGKVDECPGHFGHIELAMPVVHVGFVKEIKMFLD 97 
Mth_rpoA1  ~~~~~~~~~~~MRGIL.KKISQINFGLMSPEDIRKMSVTQIVTPDTYDEDGYPIE.NGLMDPRLGVIDPSLRCRTCGAKGGECPGHFGSINLARPVIHVGFADTIHKILR 97 
Afu_rpoA1  ~~~~~~~~~~~~~MVP.KRISAIKFEVLSPQEIRRMSVVKIITPETYDDDGFPID.GGLMDTRLGVIDPGLRCKTCGGKAGECPGHFGHVELAAPVIHVGYAKMIARLLN 95 
Mac_rpoA1  ~~~~~~~~MANVPPIP.KRIASIKFGLMSPKEIRKMSATPIITADTYDDDGFPID.MGLMDTKLGVIDPGLRCKTCSGRAGECPGHFGHIELVAPVVHVGFNKVIRKLLR 100 
Mma_rpoA1  ~~~~~~~~MANVPPIP.KRISSIKFGLMSPKEIRKMSATPIITADTYDDDGFPID.MGLMDTKLGVIDPGLRCKTCSGRAGECPGHFGHIELVAPVVHVGFNKVIRKLLR 100 
Mja_rpoA1  ~~~~~~~~~MERYEIP.KEIGEIMFGLLSPDYIRQMSVAKIVTPDTYDEDGYPID.GGLMDTRLGVIDPGLVCKTCGGRIGECPGHFGHIELAKPVIHIGFAKTIYKILK 99 
Pab_rpoA1  ~~~~~~~~~~~MQSVK.KVIGSIEFGILSPQEIRKMSAVEVTVPDTYDDDGYPIE.GGVMDKRMGVIDPGLRCETCGAKAGECPGHFGHIELARPVIHVGFAKTIHRILE 97 
Pho_rpoA1  ~~~~~~~~~~~MHSVK.KVIGSIEFGILSPQEIRKMSAVEVTVPDTYDDDGYPIE.GGVMDKRMGVIDPGLRCETCGAKAGECPGHFGHIELARPVIHVGFAKTIHRILE 97 
Pfu_rpoA1  ~~~~~~~~~~~~~~MK.KVIGSIEFGILSPQEIRKMSAVEVTVPDTYDDDGYPIE.GGVMDKRMGVIDPGLRCETCGGRAGECPGHFGHIELARPVIHVGFAKTIYRILE 94 
Hsp_rpoA1  ~~~~~~~~~MSAGQAP.KEIGEISFGLMDPEEYRDMSATKVITADTYDDDGFPID.MGLMDPRLGVIDPGLECKTCGQRSGGCNGHFGHIELAAPVIHVGFSKLIRRLLR 99 
Sce_rpb1,  ~~~~~~MVGQQYSSAPLRTVKEVQFGLFSPEEVRAISVAKIRFPETMDETQTRAKIGGLNDPRLGSIDRNLKCQTCQEGMNECPGHFGHIDLAKPVFHVGFIAKIKKVCE 104 
Consensus  ~~~~~~~~~       .K I  I FG LSP EIRKMS     T DTYD DG PI .GG MD R GVIDPGLRC TCG   GECPGHFGHIELA PV HVGF K I   L  62 
 
 
   ... 2: Clamp head Æ 
Mka_rpoA1  ATCPECGRVKLPEDEIESYLREVREGIRPVK..........SVAAEVIDRAEKRESCPHCGAESRKITYQKPTTIMMDDE.............................. 175 
Neq_rpoA1  YTCPKCGRAIIPQKLKEQFLKKINEYINEGKYDELSNFIQSTVIPKINEYRKKHKKCPYCNAELKEIKFEKPWYFYIKEKIGD........................... 178 
Pae_rpoA1  ATCPNCGRIMLRDEEIERYRERLNKLK..ARWRLLA....LNLHEKIRKKATERMTCPHCGYKRNKVRFERPYYFYEETKSGALV......................... 183 
Sso_rpoA1  ATCRRCGRVKISEDEIEKYSRIYNAIK..KRWPSAA....RRLTEYVKKTAMKAQVCPHCNEKQYKIKLEKPYNFYEE.RKEGVA......................... 173 
Sac_rpoA1  STCWRCGRIKIKEQDLERYKRIYNAIK..LRWPSAA....RRLVEYIKKISIKNLECPHCGEKQFKIKLEKPYNFNEE.RNGSIV......................... 173 
Sto_rpoA1  ATCRHCGRLKIKEEDLQRYSRIYHAIK..DRWPSAA....RRLVEYIKKNAMKNMECPHCGEKQFKIKLEKPYNFYEE.RKEGVI......................... 177 
Ape_rpoA1  ATCRVCGRITLPEEKIKYYRLIFRRLR..GKWPQLA....KTFATMVVKEAAQATQCPHCGKPQYKVVYIRPFHFYEK.KPEGDV......................... 185 
Tac_rpoA1  ATCRSCGRIKLTDDEIRTYLPEIQKMDFETGDPEDI....EILTKKYVDLASQRMVCPHCGAQQSKIILDKPTTFREEGTNV............................ 175 
Tvo_rpoA1  ATCKSCGRIKLTDDEIKTYLPEVQKVDFETGDPEDI....ELMTKRFVDLASQRMVCPHCGAQQSKIILDKPTTFREEGTNV............................ 175 
Mth_rpoA1  STCRKCGRVLLTETEIEEYR...QRILDAMEKEESL....TPIIKEIYAEARRDK.CPHCEEEQEEIKLDKPVSIVEGD............................... 168 
Afu_rpoA1  GTCSECGRILLKDERRDKFI...AEIERRKELNQSY....EEVVKEVFRLTKAAKKCPHCGAEQLEVKFDKPTFFYLGE............................... 167 
Mac_rpoA1  ATCRKCSRLLLEPAQKQQFL...DQLLAVEEIGHMP....DDLINEVYKEASKVKTCPYCNEEQLEIKFEKPSEYLENG............................... 172 
Mma_rpoA1  ATCRKCSKILLEPAQKQQFL...DQLTAVEEIGHMP....DDLINEVYKEASKVKNCPYCNEEQLEIKFEKPSEYLENG............................... 172 
Mja_rpoA1  AVCPHCGRVAISETKRKEIL...EKMEKLERDGGNK....WEVCEEVYKEASKVTICPHCGEIKYDIKFEKPTTYYRIDG.............................. 172 
Pab_rpoA1  STCRECGRIKLTDEEIEEYM...KKLELAKNRRSEV....NKILKEIHKKARERMVCPHCGAPQYPIKFEKPTIYWELRK.............................. 170 
Pho_rpoA1  STCRECGRIKLTDEEIEEYM...KKLELAKNRRSEV....NKILKEIHKKARERMVCPHCGAPQYPIKFEKPTIYWELRK.............................. 170 
Pfu_rpoA1  STCRECGRIKLTDEEIEEYM...KKIELARNRRSEF....NEIIKEIHKKAKERMVCPHCGAPQYPIKFEKPTIYWEIRK.............................. 167 
Hsp_rpoA1  GTCRECASLLLTEEEKDEYR...ENLDRTRSLRQDV....SDVMTAAIREARKKDHCPHCGEVQYDVKHEKPTTYYEVQQVLASDYSERIAASMQPDEDEDDAGVSPQEL 202 
Sce_rpb1,  CVCMHCGKLLL..DEHNELMRQALAIKDSKKR...........FAAIWTLCKTKMVC.....ETDVPSEDDPTQLVSRGGCGNTQPTIRKDGLKLVGSWKKDRATGDADE 196 
Consensus   TC  CGR  L       Y                 ....          A     CPHCG  Q  IK EKP    E      ........................... 82 
 
 
                                                                                      ↓ 3: Clamp core Æ 
Mka_rpoA1  ...........................................RLWPVDIRAWLEKIPDEDVEILGFHPERARPEWAVLTVLPVPPVTMRPSIILETGERAEDDLTHKLV 242 
Neq_rpoA1  ......................................KEEWVKLTPLDVRQWLEKIPDEDAKLFGI..INGRPEWLVLTVILVPPVTARPSIILETGERSEDDLTHKIA 248 
Pae_rpoA1  ...........................................KLDPEVLRERLSKVPSEDLELLGINPSVARPEWAILKVLPVPPPHVRPSIQLETGIRSEDDLTHKLV 250 
Sso_rpoA1  ...........................................KLTPSDIRERLEKIPDSDVEILGYDPTTSRPEWMILTVLPVPPITIRPSIMIESGIRAEDDLTHKLV 240 
Sac_rpoA1  ...........................................KLSPSEIRDRLERIPDSDVELLGYDPKSSRPEWMILTVLPVPPITIRPSITIESGIRAEDDLTHKLV 240 
Sto_rpoA1  ...........................................RLTPSDIRERLERIPDSDYELLGYDPKYSRPEWMILTVLPVPPITIRPSITIESGIRAEDDLTHKLV 244 
Ape_rpoA1  ...........................................KLTPSEIRERLEKT.GSEIEILGVHPERSRPEWMVATVLIVPPLAVRPSITLETGLRSEDDLTHALA 251 
Tac_rpoA1  ...........................................KITPKEIRERLERIPDDDLIFFGFNPKTARPEWMVLTVLPVPPINVRPSITLETGERSEDDLTHKLV 242 
Tvo_rpoA1  ...........................................KITPKEIRERLERIPDDDLVFFGFNPKTARPEWMILTVLPVPPINVRPSITLETGERSEDDLTHKLV 242 
Mth_rpoA1  ..........................................YKLTPSEVRERLERISDDDALILGVNPEVARPEWMVLTVLPVPPVTVRPSITLETGERSEDDLTHKLV 236 
Afu_rpoA1  ..........................................HRLTPKDVREWLEKIPDDDLPAFGINPKATRPEWFVLTVLPVPPVTVRPSIILETGQRSEDDLTHKLV 235 
Mac_rpoA1  ..........................................EKLTPTEIRDRFENVPDEDIRVIGMDPKNARPEWMILTVLPVPPVTVRPSITLESGQRSEDDLTHKLV 240 
Mma_rpoA1  ..........................................EKLTPTEIRDRFENIPDEDIRVVGMDPKNARPEWMILTVLPVPPVTVRPSITLESGQRSEDDLTHKLV 240 
Mja_rpoA1  ..................................NEE.....KTLTPSDVREILEKIPDEDCILLGLNPEVARPEWMVLTVLPVPPVTVRPSITLETGERSEDDLTHKLV 243 
Pab_rpoA1  ..................................DEQGNEYKHRMMPTEIRDRLEKIPDKDLPLLGLHPEKSRPEWMVLTVLPVPPVTARPSITLETGIRAEDDLTHKLV 246 
Pho_rpoA1  ..................................DEQGNEYKHRMMPTEIRDRLEKIPDKDLPLLGLHPEKSRPEWMVLTVLPVPPVTVRPSITLETGIRAEDDLTHKLV 246 
Pfu_rpoA1  ..................................DEQGNEYRHRLMPTEVRDWLEKIPDKDLPLLGLDPEKSRPEWMVLTVLPVPPVTARPSITLETGIRAEDDLTHKLV 243 
Hsp_rpoA1  AEQTDIDISRINEILSGEFRPRREDREAIETAIGADLTTEDMNKLMPSDIRDWFEDIPGEDLEALGVNSDRSRPEWMILTVLPVPPVTARPSITLDNGQRSEDDLTHKLV 312 
Sce_rpb1,  PEL.......................................RVLSTEEILNIFKHISVKDFTSLGFNEVFSRPEWMILTCLPVPPPPVRPSISFNESQRGEDDLTFKLA 267 
Consensus  ..........................................  L P  IR RLE IPD D   LG  P   RPEWM LTVLPVPP T RPSITLETG R EDDLTHKLV 129 
 
Anhang  116 
                                                                                        ↓ 4: Active site Æ        ↓ 
Mka_rpoA1  DIVRVNLRLKESLEAGAPEPIIEDQWDLLQYHVTTYIDNEIGGVPVARHRTGGKPLKGIVQRLKGKEGRFRQNLAGKRVNFSARSVITPDPELDPFTLGVPEAIAKELTV 352 
Neq_rpoA1  DIVRINNRIEELLSYGAPEPILEENWEMLQYHVATYFDNELPNVPKARHR.SGRPLKGLLQRIKGKEGRLRRNLAGKRVNFSARGVISVDPRIDIDEVGVPEQVAKELTF 357 
Pae_rpoA1  DIIRMNEKLKIAIETGAPTNVVDNLWELLQYHVATYFDNELPGIPVAKHR.GGRPLKGIAQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPHISINEVGVPYDIAKVLTV 359 
Sso_rpoA1  DIVRINERLKESIDAGAPQLIIEDLWDLLQYHVATYFDNEIPGLPPSKHR.SGRPLRTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVDFSSRTVISPDPNISIDEVGVPEIIAKTLTV 349 
Sac_rpoA1  DIIRLNERLKESIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVATYFDNEIPGLPPAKHR.SGRPLRTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVDFSARTVISPDPNLSIDEVGIPYTIARMLTV 349 
Sto_rpoA1  DIIRINERLKESIDAGAPQLIIEDLWDLLQYHVSTYFDNEIPGIPPAKHR.SGRPLRTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVDFSARTVISPDPNISIDEVGVPVAIAKTLTV 353 
Ape_rpoA1  EIVRQNEKLRNVIVTNAPETLIEENWMVLQEMVAAYIDNELPGARRLTHR.RKRYLKTLAQRLKGKDGRIRGNLSGKRVNYSARTVISPDPYISINEVGVPEEIAKTLTI 360 
Tac_rpoA1  DIIRISQRLRESRDNGSPQLIIEDLWDLLQFHVTTYFDNQTPGIPPARHR.SGRALKTLVQRLKGKEGRFRSNLSGKRVSFSSRTVISPEPYLSVNEVGVPERAARELTV 351 
Tvo_rpoA1  DIIRISQRLRESRDNGSPQLIIEDLWDLLQFHVTTYFDNQTPGIPPARHR.SGRALKTLVQRLKGKEGRFRSNLSGKRVNFSSRTVISPEPYLSVNEVGVPEKAARELTV 351 
Mth_rpoA1  DILRINQRLKENMEAGAPQLIVEDLWELLQYHVTTYFDNEASGVPPARHR.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRSNLSGKRVNFSARTVISPDPNISINEVGVPEIIAREVTV 345 
Afu_rpoA1  DIIRINQRFMENKEAGAPQQILEDLWELLQYHVTTYIDNEVSGIPPARHR.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPCLSINEVGVPREIAEELTV 344 
Mac_rpoA1  DIIRINQRFQENREAGAPQLIIEDLWELLQYHVTTFFDNSVSGIPPARHR.SGRPLKTLSQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPNLSINEVGVPMPIARTLTI 349 
Mma_rpoA1  DIIRINQRFQENREAGAPQLIIEDLWELLQYHVTTFFDNSVSGIPPARHR.SGRPLKTLSQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPNLSINEVGVPMPIAKILTM 349 
Mja_rpoA1  DIIRINNRLEENIEGGAPNLIIEDLWNLLQYHVNTYFDNEAPGIPPAKHR.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRYNLAGKRVNFSSRTVISPDPCLSINEVGVPEVVAKELTV 352 
Pab_rpoA1  DIIRINNRLKQNIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNETSGVPPAKHK.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVNFSARTVISPDPMISINEVGVPIQIAMELTV 355 
Pho_rpoA1  DIIRINNRLRQNIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNETSGVPPAKHK.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVNFSARTVISPDPMISINEVGVPIQIAMELTV 355 
Pfu_rpoA1  DIIRINNRLKQNIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNEAPGVPPAKHK.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVNFSARTVISPDPMISINEVGVPVEVAMELTV 352 
Hsp_rpoA1  DIIRINQRFMENREAGAPQLIIEDLWELLQYHVTTFMDNEISGTPPARHR.SGRPLKTLSQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPTLSLNEVGVPDRVATEMTQ 421 
Sce_rpb1,  DILKANISLETLEHNGAPHHAIEEAESLLQFHVATYMDNDIAGQPQALQK.SGRPVKSIRARLKGKEGRIRGNLMGKRVDFSARTVISGDPNLELDQVGVPKSIAKTLTY 376 
Consensus  DIIRIN RL E  EAGAPQLIIEDLW LLQYHV TY DNE  G PPA HR.SGRPLKTL QRLKGKEGRFRGNLSGKRVNFSARTVISPDP  SINEVGVP  IA  LTV 220 
 
         5: Dock Æ                                                               ↓ 6: Active site (Metal A) Æ 
Mka_rpoA1  PERVTEWNIDRLRKLVLNGPNKH.......PGANYVVKR........DGSRIRITDENKEKLAEDLEPGDVVERHLMDGDPVMFNRQPTLHIQSELGFRVRVMPGKTFRL 447 
Neq_rpoA1  PEIVTEWNLDWLKQKVLNGPES.......LDGANYVID....PNGR....RFKIMEENKEELAERLEPGWVVERHIINGDYALFNRQPSLHKMSMMGHRSVILPGKTFRL 452 
Pae_rpoA1  PERVTAWNVDVLREYVIRGPESW.......PGANYVVT....PEGRR..IDLRYVKDRKA.LAERLAPGWIVERHLIDGDIVLFNRQPSLHRVSMMGHLVKVLPGRTFRL 455 
Sso_rpoA1  PERITPWNIEKLRQFVINGPDKW.......PGANYVIR....PDGRR..IDLRYVKDRKE.LASTLAPGYIIERHLIDGDIVLFNRQPSLHRISMMAHRVRVLKGLTFRL 445 
Sac_rpoA1  PERVTNINIERIRQYIINGPDKW.......PGANYVIK....PDGRR..IDLRYVKDRKE.LASSITAGYVVERHLVDGDVVLFNRQPSLHRISMMAHKVRVLPGRTFRL 445 
Sto_rpoA1  PERVTKMNIERMRQYVINGPEKW.......PGANYVIR....PDGRR..IDLRYVKDRKE.LASSLTPGYIVERHLIDGDIVLFNRQPSLHRISMMGHKVKVLPGRTFRL 449 
Ape_rpoA1  AMRVTPYNLEEARRYVLNGPDKW.......PGALFVYK....ASERKK.YDLRFFKDYEK.LAESLEPGDVVERHLINGDIVLFNRQPSLHRMSIMGHIVRVMPGKTFRL 457 
Tac_rpoA1  PVIVNQFNIDEMRELIKRGRNPRDQFGRYVTGVNYVIR....PDGR....RIKITDQNAAENADRIDIGWTVERQLMEGDIVLFNRQPSLHRMSMMGHTVRILPGQTFRF 453 
Tvo_rpoA1  PVIVNQFNIDEMREFIKRGRNPRDKYGKYMAGVNYVIR....PDGR....RIKITDQNAEENANRIEIGWTVERQLMEGDIVLFNRQPSLHRMSMMGHTVRVLPGQTFRF 453 
Mth_rpoA1  PVYVTEWNIDRMREYIENGPDVH.......PGANYVIR....PDGR....KIRIYNETKEVVLENLKPGYIVERHLKDGDIVLFNRQPSLHRMSMMAHQVRVLPYKTFRL 440 
Afu_rpoA1  PIYVTPQNIDMAREFVLRSE..H.......PKANYIVR....PDGR....RIRVIESNKEELAEKLEPGWIVERQLMDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHYVRVLPYKTFRL 437 
Mac_rpoA1  PAVVTPRNIEQLKVYVRNGEDIH.......PGANYVFR....SDGR....RIKVTNMNKDDLAEKLEFGWTVERQLKDGDTVLFNRQPSLHKMSIMAHSVKVLPNKTFRL 444 
Mma_rpoA1  PAVVTPRNIEQLKVYVRNGEDIH.......PGANYVFR....SDGR....RIKVTNMNKEDLAEKLEFGWTVERQLKDGDTVLFNRQPSLHKMSIMAHSVKVLPNKTFRL 444 
Mja_rpoA1  PEKVTKYNIERIRQLLRNGSEKH.......PGVNYVIRKMIGRDGTEQEYKVKITESNKDFWAENIREGDIVERHLMDGDIVLYNRQPSLHRMSIMAHRVRVLPYRTFRH 455 
Pab_rpoA1  PEKVTEFNIEKLRKMVLNGPDKY.......PGANYVI....DPEGR....RIRIMESNRENLARMIDIGWTVERHLLDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYRTFRL 450 
Pho_rpoA1  PEKVTEFNIEKLRKMVLNGPDKY.......PGANYVI....DPEGR....RIRIMESNKENLAKMIDIGWTVERHLVDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYKTFRL 450 
Pfu_rpoA1  PEKVTEFNIERLRKMVLNGPDKY.......PGANYVI....DPEGR....RRRIMDSNKETLANQLDIGWTVERHLMDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYRTFRL 447 
Hsp_rpoA1  TMVVNEQNLERARRYVRNGPEGH.......PGANYVTR....PDGR....RVRVTEKVCEELAERVEPGWEVQRHLIDGDIIIFNRQPSLHRMSIMAHEVVVMPYKTFRL 516 
Sce_rpb1,  PEVVTPYNIDRLTQLVRNGPNEH.......PGAKYVIR......DSGDRIDLRYSKRAGDI...QLQYGWKVERHIMDNDPVLFNRQPSLHKMSMMAHRVKVIPYSTFRL 470 
Consensus  P  VT  NI   R  V NGP   .......PGANYVI ....P GR...   R     KE LA  L  GW VERHL DGDIVLFNRQPSLHRMS MAH VRVLP  TFRL 282 
                                                                                               (RQP(TS)LH-Motiv) 
                                                 ↓ 7: Pore 1 Æ 
Mka_rpoA1  P.AACYMGVGFNADFDGDEMNLHVPQSEEARAEVRELMGCYVYHLWPPKNGHEDVRNSPIHEAIVGIHLLSRAWIPLREAYQLLEEVKKEGDWFEPTEVKLKPEAKYRRG 556 
Neq_rpoA1  NPAT...TTPYNADFDGDEMNYHLVQNYEGKTEIEFLANVRE.HIVTPRYGLAII..GATEDIITGLYLLSL.................KDKIPFKDAIQLIEYNC...K 536 
Pae_rpoA1  HLAVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQTEEARAEARALMLVEK.HIITPRYGGAII..GARQDYIIGAYLLSH.................KSTFLTKKEVAFLLGAG...K 539 
Sso_rpoA1  NLLVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQSEEAIAEAKEIMLVHK.NIITPRYGGPII..GAAQDYISGAYLLTV.................KTTLLTKEEAQQILGVA...D 529 
Sac_rpoA1  NLLDC...PPYNADFDGDEMNLHVPQSEEAIAEARELMLVHK.NIITPRYGGPII..GGGQDYISGAYLLSV.................KTTLLTVEEVATILGVT...D 529 
Sto_rpoA1  NLLVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQSEEAIAEAKEIMLVHR.NIITPRYGGPIM..GGAQDYISGAYLLTV.................KTTLLTREEVTTILGVT...D 533 
Ape_rpoA1  NLLVC...PPYNADFDGDEMNLHVPRLEEAQAEAREIMLVEK.HILTPRYGGPII..GGRQDYVSGAYLLTV.................KTRLFTKEEVERLLSVA...G 541 
Tac_rpoA1  NLAVC...TPYNADFDGDEMNLHVIQKEEARAEARIIMKVQE.QIMSPRFGGPII..GGIHDHVTALFLLTH.................NNPRYTHEEMVHIMAYL...E 537 
Tvo_rpoA1  NLAVC...TPYNADFDGDEMNLHVIQKEEARAEARIIMKVQE.QIMSPRFGRPII..GGIHDHVTAMFLLTH.................NNPLFTQEEMIHIMCYV...D 537 
Mth_rpoA1  NLCVC...PPYNADFDGDEMNMHVFQTEESRAEAKTLMRVQE.HILSPRFGGPII..GGIHDHISGAYLLTR.................KSAVFSEEKVFQILK.....K 522 
Afu_rpoA1  NPAVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQSLEAQAEAKILMAVQE.HILSPRFGGPII..GGIHDHISGLYLLTR.................GEKKFTREEAMELLR...... 518 
Mac_rpoA1  NPAVC...PPYNADFDGDEMNMHALQTEESRAEAKILMQVQE.NILSPRFGGPII..GGIHDHISGLFLLTR.................FENHISSHEAYDILR.....K 526 
Mma_rpoA1  NPAVC...PPYNADFDGDEMNMHALQTEESRAEAKILMQVQE.NILSPRFGGPII..GGIHDHISGLFLLTR.................FENRISSFDAYDLLR.....K 526 
Mja_rpoA1  NLCVC..CPPYNADFDGDEMNLHVPQSEEARAEAEALMLVEK.HILSPRFGGPII..GAIHDFISGAYLLTS.................N..YFTKDEATLILRSG...G 538 
Pab_rpoA1  NLAVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAEARILMEVQN.HIISPRYGGPII..GGIQDHISGGYLLTR.................EGAYFTREEVEQMLMFA...G 534 
Pho_rpoA1  NLAVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAEAKILMEVQN.HIISPRYGGPII..GGIQDHISGGYLLTR.................EGAYFTREEVEQMLMFA...G 534 
Pfu_rpoA1  NLAVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAEARILMEVQN.HIISPRYGGPII..GGIQDHISGGYLLTR.................EGAYFTRDEVEQMLMFA...G 531 
Hsp_rpoA1  NTVVC...PPYNADFDGDEMNMHALQNEEARAEARVLMRVQE.QILSPRFGENII..GAIQDHISGTYLLTN.................DNPRFNETQASDLLR.....Q 598 
Sce_rpb1,  NLSV...TSPYNADFDGDEMNLHVPQSEETRAELSQLCAVP.LQIVSPQSNKPCM..GIVQDTLCGIRKLTL.................RDTFIELDQVLNMLYWVPDWD 557 
Consensus  NL VC...PPYNADFDGDEMNLHVPQ EEA AEA  LM V  . I SPR GGPII..GGI D ISG YLLT .................     T  E    L   ...  336 
                  (katalytisches Zentrum) 
 
 
Mka_rpoA1  FEEEIHELEFVCGQPREGEPLVTGRQLLSVFLPDWLDRVELENAVCPDDEEHGK.........................VVIEKGRIVRGFLDEKTVHGIMTEIVHRYAA 641 
Neq_rpoA1  YFGKDKILKLVEKAKKEGRDYLTGKEVFSALLPDDLD.FEIKTK...............................NGEFV.IKNGILLKGVIDKEIVGVEKGKLIRELFE 613 
Pae_rpoA1  S..QEDP...PEPAILHPVELWTGKQIISHFLPKDLN.WVQPTAFKS...K.CQNA...............YTCPTDEWIIVINGNLVKGVLDKKSIGAEQVDSLWHRIA 624 
Sso_rpoA1  V..KIDL...GEPAILAPREYYTGKQVISAFLPKDFN.FHGQANVSSGPRL.CKNE................DCPHDSYVVIKNGILLEGVFDKKAIGNQQPESILHWLI 616 
Sac_rpoA1  F..VGEL...GEPAILAPKPYYTGKQVISLFLPKDFN.FHGPANISKGPRA.CKDE................ICPHDSFIVIKNGLLLEGVFDKKAIGNQQPESMLHWSI 616 
Sto_rpoA1  F..MGEI...GEPAILAPREYYTGKQIVSLFLPKDFN.FHGQANISKGFRA.CKNE................VCPHDSYIVIKNGILLEGVLDKKAIGNQQPESILHWLV 620 
Ape_rpoA1  Y..KGDL...PEPAILKPEPLWTGKQLASIFLPEDLS.FKGKSKTNAGDLA.CSDE................LCLHDSYIVITNGKLLEGVLDKKAIGAEEPNNLLHIIA 628 
Tac_rpoA1  P..DLL....PEARIENGEKYYYGRDIFSTILPKGLN.VRFRSKLCSGSSERCEFED................DPSDTYVEIVDGKMIHGTIDEAAVSPFSGA.IIDKIF 623 
Tvo_rpoA1  P..DLI....PDATIVNGKKYYSGRNIFSTILPKGLN.LRFRSKLCSGSSETCEYEK................EKEDTYVTIVDGKLIHGTIDEAAISPFSGA.IIDKIF 623 
Mth_rpoA1  A...GLPLPDSRGRD......WTGKEIFSMVLPDDLN.MVYRAEVCRKC.EECLEMEC................ENDAYVVIENGQLISGVIDEKAYGAFAGK.ILDHIV 604 
Afu_rpoA1  ....SLDISEIPVKDEY.....TGKEIFSFILPD.IT.LEFKAEICQGC.EECKGAEC................EYDAYVIIENGKLLKGTIDEKAVGAFKGI.IIDEIA 599 
Mac_rpoA1  S..RARNLPEPAGHDEDGKPFWTGKQIFSQILPETLN.MEFAAQVCSHC.DTCKKEEC................PNDAYVVIRNGELILGTIDEAAIGAFKGK.IQDRII 615 
Mma_rpoA1  S..SARSLPEPAGHDEYGKPYWTGKQIFSQILPEGLN.AEFSAQVCSHC.DTCKKEEC................PNDAYVVIRDGKLITGTVDEAAIGAFKGK.IQDRII 615 
Mja_rpoA1  I..K.DELWEPDK.VENGVPLYSGKKIFSKALPKGLN.LRYKAKICRKC.DVCKKEEC................EYDAYVVIKDGELIKGVIDKNGYGAEAGL.ILHTIV 625 
Pab_rpoA1  V..DIKELPEPDKY.ENGKPLWSGKTIFSLLLPDDLT.VWYRNKLCDEP.ERCEALEKLIEEKLMPDPEEVRKLAYDGFVYIQNGKLLSGAIDKKAYGREDGI.ILDLIV 638 
Pho_rpoA1  V..DIKELPEPDKY.ENGKPLWSGKTIFSLLLPDDLT.VWYRNKLCDEE.EKCEALEKLIEEKLIPDPEEVRKLAYDGFVYIQNGKLLSGAIDKKAYGREDGI.ILDLIV 638 
Pfu_rpoA1  V..DITELPEPDKYDENGNPLWSGKTIFSLLLPEDLT.VWYRNKLCDEP.ERCEALEKLIEEKLMPDPEEVRKLAYDGFVYIQNGKLLSGAIDKKAYGREDGI.ILDLIV 636 
Hsp_rpoA1  T..RIDELPAAAGTDEDGDQYWTGHQIFSELLPDDLS.LEFTGTTGDT...............................VVIEDGQLLEGTIADDEVGEYGSE.IVDTIT 673 
Sce_rpb1,  G.......VIPTPAIIKPKPLWSGKQILSVAIPNGIHLQRFDE.........................GTTLLSPKDNGMLIIDGQIIFGVVEKKTVGSSNG.GLIHVVT 634 
Consensus   ..                   TGK IFS  LP  L .           .  C     ..............    D  V I NG L  G  D KA G   G  I   I  360 
Anhang  117 
                                               ↓ 8: Funnel Æ 
Mka_rpoA1  REVARGESYPWFKAAETTLRAMDKIGRLGLRFVTRYGFTLGIDEFEDIYERFRDEVERLCDEAAKKAKEIIERGERRLQELEEHETCNRSRIERGEMLERNIESEVMAIL 751 
Neq_rpoA1  R.Y..........GPEFTFKWLSDVTRLSVNYLTREQLTISFSDID............IPKEVKEQIRKIIEKAKKEVDNLIERYKKGEIKPLPGRTIEETLEIEILKVL 700 
Pae_rpoA1  RDY..........SPEVARRWLDSSLRLFLRFLDLRGFTFGMDSIY............IPPEAYREIDNIIKASLEKVDKLIDDFRSGHLEAMPGFTVEETFENKVTEIL 712 
Sso_rpoA1  KEY..........SDEYGKWLMDNLFRVFIRFVELQGFTMRLEDVS............LGDDVKKEIYNEIDRAKVEVDNLIQKYKNGELEPIPGRTLEESLENYILDTL 704 
Sac_rpoA1  REY..........GTEYGKWLMDNVFKMFIRFLEMRGFTMTLEDIT............IPDEAQNEITTKIKEGYSQVDEYIRKFNEGQLEPIPGRTIEESLESYILDTL 704 
Sto_rpoA1  REY..........GTEYGRWVMDNVFKLFIRFIELRGFTMTLDDVT............IPPQAFKEIDEQIEVAYKKVEELIKQYNEGTLELIPGRTAEESLEDHILETL 708 
Ape_rpoA1  LEY..........GNSKARQLLDSFYRMFIRMLELRGLTISLHDID............LPDRAKQEIEELIREYKGRVYSIIEEYRKGTLEPIPGRSLEESLEIKIMEVL 716 
Tac_rpoA1  RKF..........GSQEAARFIDRMTRLAVGFITYRGFSTGISDYD............IPESAVARIEELVAQAEDRINKLIETFRRGELQPAPGRSVEDTLEMEILSEA 711 
Tvo_rpoA1  RKF..........GPNEAAKFIDRMTRLAVGFITYYGFSTGISDYD............IPYSATARIEELVNQAEDRINKLIETYKRGELQPAPGRSVEDTLEIEILSEA 711 
Mth_rpoA1  KEY..........GTDAAREFLDSATKLAIAGIMHAGFTTSTNDEE............IPEEARERIEAHLRNAEARVDQLIEAYENGELEPLPGRSLEETLEMKIMQVL 692 
Afu_rpoA1  RKY..........GKEMAKKFIDDMTQLAIRIISKLGFTVGIDDED............IPPEAAEQIEEVLKEAENEVNRLIEAYRRGDLEPMPGRSIEETLEMRIMQVL 687 
Mac_rpoA1  KEV..........GPEAGARFVDDMTKLAIRSIMRTGLSFGIADED............IPKEARIQINEVLGKAEDAVQNLIKSYQNKELEPLPGRTLDETIEMSIMQKL 703 
Mma_rpoA1  KEI..........GPEAGARFVDDMTKLAIRAIMRTGLSFGIADED............IPKEARIQINEVLTEAEDAVQNLIKSYINKELDPLPGRTLDETIEMSIMQKL 703 
Mja_rpoA1  KEF..........GPEAGRKFLDSATKMAIRAVMLRGFTTGIDDED............LPEEALKEIEKVLDEAEEKVKEIIEKYERGELELLPGLNLEESREAYISNVL 713 
Pab_rpoA1  REY..........GVERARQFLDQVTKLTIWVITHKGFTTGIDDED............LPEEARDRIKEIIREAEERVQKLIEAYKRGELEPLPGKTLEETLESKIMAVL 726 
Pho_rpoA1  REY..........GVERARQFLDQVTKLTIWVITHKGFTTGIDDED............LPEEARDRIREIIREAEERVQRLIEAYKRGELEPLPGKSLEETLESKIMAVL 726 
Pfu_rpoA1  REY..........GVERARQFLDQVTKLTIWVITHKGFTTGIDDED............LPEEARDRIREIIREAEERVNKLIEAYKRGELEPLPGKSLEDTLESLIMAVL 724 
Hsp_rpoA1  KVH..........GNTRARIFINEVASLAMRSIMHFGFSIGIDDET............VSTEARERIDEAIQSAYDRVQELIETYENGDLESLPGRTVDETLEMKIMQTL 761 
Sce_rpb1,  RE..........KGPQVCAKLFGNIQKVVNFWLLHNGFSTGIGDTIAD............GPTMREITETIAEAKKKVLDVTKEAQANLLTAKHGMTLRESFEDNVVRFL 722 
Consensus  RE ..........G E      D    L I      GFT GI D  ............ P EA   I E I  A   V  LIE Y  G LEP PGR  EETLE  I   L 399 
 
                                                                                                                ↓ 9: ...  
Mka_rpoA1  NQPRVETERLLKKHRDL.FNPAYIMPESGARGSITNIARMALIGGQQAVMGERPHRAKHNTEHIMEKIVNYSYTDRVTPHFEKSLIPGVKEGGFVRSGFFEGLDMVEYFL 860 
Neq_rpoA1  NKARDEVGEVIEKHVD.PTKGTMILAKSGARGKLLNLIQVVGLVGQQSISGRRMEEG.............Y..KDRVLPHFKKGDK.SAKARGFVEHGFADGLDPIEFFF 793 
Pae_rpoA1  SKVREDAAVVVEKYID.KNSEGYLMAKTGARGSIVNIVQMVATLGQQTIRGERIRRG.............F..RTRTLPHFPVGDI.GAFSGGFVRNCFRCGLTPVEYFF 805 
Sso_rpoA1  DKLRSTAGDIASKYLD.PFNFAYVMARTGARGSVLNITQMAAMLGQQSVRGERIKRG.............Y..MTRTLPHFKPYDI.SPEARGFIYSSFRTGLKPTELFF 797 
Sac_rpoA1  DKLRKVAGEIATKYLD.PFNNVYIMAITGARGSELNITQMTALLGQQSVRGERIRRG.............Y..RERTLSLFKYGDI.APEARGFVKNSFMRGLSPYEMFF 797 
Sto_rpoA1  DQLRKVAGDIATKYLD.PFNNVYIMAVTGARGSELNITQMTAMLGQQSVRGERIKRG.............Y..MTRTLPHFKPGDI.SPDARGFVHNSFTRGLTPIEMFF 801 
Ape_rpoA1  DELRKRVQEVASNNLD.PFNDVFVMARTGARGSDVNISQMAAMLGQQAVRGRRIRRG.............L..RNRVLAHFKENDI.EPEAWGFVRSSFRKGLRPTEVFF 809 
Tac_rpoA1  GVVRDESGKIASSYLGLK.VPSVIMARSGARATMLNISEVAGIVGQQSVRGGRLNRG.............YY..NRTLPHFKRGDI.GADARGFVRSSYMTGLSPTEYFF 804 
Tvo_rpoA1  GVVRDESGKIASSYLGLS.VPSVIMARSGARATMLNISEVAGIVGQQSVRGGRLNRG.............YY..NRTLPHFKRGDI.GADARGFVKSSYMTGLTPTEYFF 804 
Mth_rpoA1  GEARDKSGEIAESYFDMDENHAVIMALTGARGSMLNLTQITACVGQQSVRGGRISRG.............YD..NRTLPHFKKGEL.GAKSRGFVHSSYKEGLDPIEFFF 786 
Afu_rpoA1  GRARDRAGKIAQRHLGMDNA.AVIMAVSGARGSMLNLTQMAACIGQQSVRGERISRG.............YTYTNRTLSHFKPGDL.GAEARGFVRSSYKKGLSPVEFFF 782 
Mac_rpoA1  GKARDETGGIADSHMGLENS.AVIMARSGARGSILNLTQMAACVGQQAVRGERIRRG.............YA..GRTLPHFQEGDL.GSDAHGFVKASYKSGLNPTEYFF 796 
Mma_rpoA1  GKARDKTGNIADSHMGLENS.AVIMARSGARGSILNLTQMAACVGQQAVRGERIRRG.............YA..GRTLPHFLEGDL.GSDAHGFVKASYKSGLNPTEYFF 796 
Mja_rpoA1  REARDKAGAIAERYLGLDNH.AVIMAVTGARGNILNLTQMAACLGQQSVRGKRIFRG.............Y..RGRVLPHFEKGDL.GARSHGFVRSSYKKGLSPTEFFF 806 
Pab_rpoA1  AEARDNAGSIAEKYLGMDNH.TVIMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGKRLYRG.............F..RGRVLSHFKPGDL.GARAKGFVVNSYKSGLSPQEYFF 819 
Pho_rpoA1  AEARDNAGSVAEKYLGMNNH.AVIMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGRRLYRG.............F..KGRVLSHFKPGDL.GARAKGFVVNSYKSGLSPQEYFF 819 
Pfu_rpoA1  AEARDNAGAVAEKYLGMDNH.TVIMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGKRLYRG.............F..RGRVLSHFKPGDL.GARAKGFVVNSYKSGLTPQEYFF 817 
Hsp_rpoA1  GKARDSAGDVAEENFD.EDNPAVVMANSGARGSMLNLTQMAGCVGQQAVRGERINRG.............YE..DRTLSHFAPNDL.SSEAHGFVENSYTSGLTPKEFFF 854 
Sce_rpb1,  NEARDKAGRLAEVNLK.DLNNVKQMVMAGSKGSFINIAQMSACVGQQSVEGKRI...............AFGFVDRTLPHFSKDDY.SPESKGFVENSYLRGLTPQEFFF 815 
Consensus     RD  G  A   L        IMA  GARGS LNITQMAA  GQQSVRG RI RG.............Y .  RTLPHFK GD .G  A GFV  SY  GL P E FF 454 
 
       ... 9: Cleft Æ                                            ↓ 10: Foot Æ 
Mka_rpoA1  HAMSGREGLIDKGFRTADSGYLHRRYVTTALDLIVDSGGRVRDS..ANNVIQLTYGEDGVDPAKKWGLNLDVEKALKVVKEVVLEEERRVRGGAG~~~~~~~~~~~~~~~ 953 
Neq_rpoA1  HAASGKDALMDTTLRTPKSGYLYRRLVSVLRDLYVENDRTVRDTF..GNIYQFIWGEDGIAVQKSEGGKLNVEKIFKEQ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 870 
Pae_rpoA1  HAAAGRDGLIDTAVRTAQSGYMQRRLINALQDVYVAYDGTVR..FGGAMLLQYLYGEDGVDVSRSDHGKVVDIKSLKMWIR~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 884 
Sso_rpoA1  HAAGGREGLVDTAVRTSQSGYMQRRLINALSDLRAEYDGTVRSLYGE..VVQVAYGDDGVFPMYSAHGKTVDVNRIFERVVGWKA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 880 
Sac_rpoA1  HAAGGREGLVDTAVKTSQSGYMQRRLINALSDLRIEYDGTVRSLYGD..IVQVVYGDDAVHPMYSAHSKSVNVNRVIERVIGWKR~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 880 
Sto_rpoA1  HAAGGREGLVDTAVKTSQSGYMQRRLINALSDLRVEYDGTVRSLYGE..VIELAYGEDEVHPMYSSHGKTVDVNRIIERVVGWKR~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 884 
Ape_rpoA1  HAAAGREGLVDTAVKTSQSGYMQRRLINALQDIVVTYDGTVRDLYGN..LIQLKYGEDGVDPMKTYHGKPVDVKRIIQRVKASKAETV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 895 
Tac_rpoA1  HSIGGREGLVDTAVRTSRSGYMQRRLINAFEDLKVDDSREVKDT.V.GSLIQIRYGEDGIDPTRSARGKAVDMNYILFDEERR~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 885 
Tvo_rpoA1  HSIGGREGLVDTAVRTSRSGYMQRRLINAFEDLKVDEERQVKDT.V.GSLIQIKYGEDGIDPTRSEKGRAIDINYILFDENAGR~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 886 
Mth_rpoA1  HAMGGREGLVDTAIRTAQSGYMQRRLVNALQDLTVDENGRVVDN..RGVIIQNRFGEDGVDPAKSDYGKIVDLD..KLVEEIRLKSKG~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 870 
Afu_rpoA1  HAAGGREGLVDTAVRTSQSGYLQRRMINALQDLKVEYDGTVREQ.TSGALVQFRYGEDGVDPMRSFRGKPVDVR..RIIREVIG.EVKK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 867 
Mac_rpoA1  HAIGGREGLVDTAVRTSQSGYLQRRLVNALQDLEVQYDLTVRD..TRGVLVQFKYGEDGINPTKSDFSKPETIH..RIVRSVVNREVA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 880 
Mma_rpoA1  HAIGGREGLVDTAVRTSQSGYLQRRLVNALQDLEVQYDLTVRD..TRGVLVQFKYGEDGINPTKSDFSKPDTIH..RIVRSVVNKEVA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 880 
Mja_rpoA1  HAMGGREGLVDQAVRTAQSGYMQRRLINALQDLKTEFDGTVRDS.R.GIMIQFKYGEDGIDPMLADRGKAVNID..RIIDK..VKMKYNQ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 890 
Pab_rpoA1  HAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMQRRLINALQDLKVDYDGTVRDP.T.GVIVQFRYGEDGVDPMKSWGGKTVDVD..RVIMRTLIKMRANNKG~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 907 
Pho_rpoA1  HAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMQRRLINALQDLKVDYDGTVRDP.T.GVIVQFRYGEDGVDPMKSWGGKTVDVD..RVIVRTLIKMRSNGKK~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 907 
Pfu_rpoA1  HAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMQRRLINALQDLKVEYDGTVRSP.E.GIIVQFKYGEDGVDPMKSWRGKTVDVD..RIIVRTLLKMRGNNKAKV~~~~~~~~~~~~~~~~ 907 
Hsp_rpoA1  HAMGGREGLVDTAVRTSKSGYLQRRLINALSELETQYDGTVRD..TSDTIVQFEFGEDGTSPVQVSSNEEVDIDVEHVADRILNSEFDSDTQKAEFLEVEEP.PTNLSEH 961 
Sce_rpb1,  HAMGGREGLIDTAVKTAETGYIQRRLVKALEDIMVHYDNTTRNSL..GNVIQFIYGEDGMDAAHIEKQSLDTIGG........SDAAFEKRYRVDLLNTDHTLDPSLLES 915 
Consensus  HA GGREGLVDTAVRT QSGYMQRRLINAL DL V YDGTVRD .  G   Q  YGEDG DP  S  GK VD                 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 506 
 
 
Hsp_rpoA1 GAAWEVESDD~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  971 
Sce_rpb1, GS..EILGDLKLQVLLDEEYKQLVKDRKFLREVFVDGEANWPLPVNIRRIIQNAQQTFHIDHTKPSDLTIKDIVLGVKDLQENLLVLRGKNEIIQNAQRDAVTLFCCLLR 1023 
Sce_rpb1, SRLATRRVLQEYRLTKQAFDWVLSNIEAQFLRSVVHPGEMVGVLAAQSIGEPATQMTLNTFHFAGVASKKVTSGVPRLKEILNVAKNMKTPSLTVYLEPGHAADQEQAKL 1133 
Sce_rpb1, IRSAIEHTTLKSVTIASEIYYDPDPRSTVIPEDEEIIQLHFSLLDEEAEQSFDQQSPWLLRLELDRAAMNDKDLTMGQVGERIKQTFKNDLFVIWSEDNDEKLIIRCRVV 1243 
Sce_rpb1, RPKSLDAETEAEEDHMLKKIENTMLENITLRGVENIERVVMMKYDRKVPSPTGEYVKEPEWVLETDGVNLSEVMTVPGIDPTRIYTNSFIDIMEVLGIEAGRAALYKEVY 1353 
Sce_rpb1, NVIASDGSYVNYRHMALLVDVMTTQGGLTSVTRHGFNRSNTGALMRCSFEETVEILFEAGASAELDDCRGVSENVILGQMAPIGTGAFDVMIDEESLVKYMPEQKITEIE 1463 
Sce_rpb1, DGQDGGVTPYSNESGLVNADLDVKDELMFSPLVDSGSNDAMAGGFTAYGGADYGEATSPFGAYGEAPTSPGFGVSSPGFSPTSPTYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPT 1573 
Sce_rpb1, SPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYS 1683 
Sce_rpb1, PTSPSYSPTSPNYSPTSPSYSPTSPGYSPGSPAYSPKQDEQKHNENENSR 1733 
 
 
Anhang  118 
8.1.3.3 Untereinheit A’’ (rpoA2) 
rpoA2 aus M.jannaschii enthält ebenso wie rpoA1 ein Intein (in diesem Fall 471 Aminosäuren 
lang). Interessanter Weise ist auch hier eine ansonsten hochkonservierte Region Ziel der Insertion 
(ab Position 76).  
 
Saccharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb1 ): 
 
Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoA2 ): 
 
 
Sce_rpb1,  MVGQQYSSAPLRTVKEVQFGLFSPEEVRAISVAKIRFPETMDETQTRAKIGGLNDPRLGSIDRNLKCQTCQEGMNECPGHFGHIDLAKPVFHVGFIAKIKKVCECVCMHC 110 
Sce_rpb1,  GKLLLDEHNELMRQALAIKDSKKRFAAIWTLCKTKMVCETDVPSEDDPTQLVSRGGCGNTQPTIRKDGLKLVGSWKKDRATGDADEPELRVLSTEEILNIFKHISVKDFT 220 
Sce_rpb1,  SLGFNEVFSRPEWMILTCLPVPPPPVRPSISFNESQRGEDDLTFKLADILKANISLETLEHNGAPHHAIEEAESLLQFHVATYMDNDIAGQPQALQKSGRPVKSIRARLK 330 
Sce_rpb1,  GKEGRIRGNLMGKRVDFSARTVISGDPNLELDQVGVPKSIAKTLTYPEVVTPYNIDRLTQLVRNGPNEHPGAKYVIRDSGDRIDLRYSKRAGDIQLQYGWKVERHIMDND 440 
Sce_rpb1,  PVLFNRQPSLHKMSMMAHRVKVIPYSTFRLNLSVTSPYNADFDGDEMNLHVPQSEETRAELSQLCAVPLQIVSPQSNKPCMGIVQDTLCGIRKLTLRDTFIELDQVLNML 550 
Sce_rpb1,  YWVPDWDGVIPTPAIIKPKPLWSGKQILSVAIPNGIHLQRFDEGTTLLSPKDNGMLIIDGQIIFGVVEKKTVGSSNGGLIHVVTREKGPQVCAKLFGNIQKVVNFWLLHN 660 
Sce_rpb1,  GFSTGIGDTIADGPTMREITETIAEAKKKVLDVTKEAQANLLTAKHGMTLRESFEDNVVRFLNEARDKAGRLAEVNLKDLNNVKQMVMAGSKGSFINIAQMSACVGQQSV 770 
Sce_rpb1,  EGKRIAFGFVDRTLPHFSKDDYSPESKGFVENSYLRGLTPQEFFFHAMGGREGLIDTAVKTAETGYIQRRLVKALEDIMVHYDNTTRNSLGNVIQFIYGEDGMDAAHIEK 880 
 
         ...10: Foot Æ 
Sce_rpb1,  QSLDTIGGSDAAFEKRYRVDLLNTDHTLDPSLLESG..SEILGDLKLQVLLDEEYKQLVKDRKFLREVFVDGEANWPLPVN.................IRRIIQNAQQTF 971 
Tac_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~MKSMASLLWRDTSKNIAAILEKLPADYAVDYDVPNNVEDGYITINK.KNFTYHVVISGVRKYSPDVEAIVKKKSGLKSIITIEKVEKIEPLSFMEF 95 
Tvo_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~MILTEVIIWKDTAKNMSLLSKSVPAKYAVDFEVPKGITEGYVTSDK.KRFTYHVSISSVAPYSNESDVIQKKKSGLKSIMEIEKIQKIEPISIMEF 95 
Mth_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MQDIIGKIEDYSS.......KNGILLPDPVVEYVARIAD....EE 34 
Sto_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Mka_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Neq_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Pae_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Ape_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Hsp_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Afu_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Mac_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Mma_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Mja_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Pab_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Pho_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Pfu_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Sso_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Sac_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
Consensus  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1  
 
                                                                                                            ↓ 11: Cleft Æ 
Sce_rpb1,  HIDHTKPSDL.......TIKDIVLGVKDLQENLLVLRGKNEIIQNAQRDAVTLFCCLLRSRLATRRV.....LQEYRLTKQAFDWVLSNIEAQFLRSVVHPGEMVGVLAA 1069 
Tac_rpoA2  RVGGKTLEAMGSF..EVAER.QVTEIKEKYG..ENLSEDVQKVLDDARAMGFTLPESVAEEIA.........RRRTEWGEKAYKNILKRIGEEIGNELIDPYEAVGIIAA 191 
Tvo_rpoA2  RSSGKRIDELLTY..AIAER.ETAEIREKYEYEKKVSSQVLDVIAEAKKLGYNIPESVAEEIL.........RRKEEWGEKKYREILKRIGEEIQDELIDPYEAVGIIAA 193 
Mth_rpoA2  KLKEPELQEMVRLFSRIAERNQGLDDDELLDAVEDDYQRILKVQELVKRKRARFPPKLIEDIAEVMKKH.......ELSDDELDELIRRVRRAYDRARVEAGEAVGTVAA 137 
Sto_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEEVNYMVS.DYIKSYIER.SLEQIRDKLPDKVIQDLREALLNTD.INLTESDVDKIIDLAVKDYQESLIEPGEAVGIVSA 78 
Mka_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MNVEELLEEVCKEEDVELPDSVHREIVEKVSED...EELKDADEETVRKVLRALVRNYKCRQIERGDAVGVLAA 71 
Neq_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSLLPEKILQEFEEMAKK.......YKIRGKKKEQLLKKLEEKYLNSLIDPQEPIGIITA 53 
Pae_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MISREELLSKLSQVLPQPLYKEVEEAVR.DLDDEKALRLVYRVLKLYVTSLIDPGEAIGIVTA 62 
Ape_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEGVKEFKTLEESLEAARYI.LPESLYKELVETVEKED......GLSEEDKISVVKETIRTYLRSLAQPGEAVGTVAA 71 
Hsp_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTEFDVTDGVHDVIEDTELPRRLKDEVLAT.......AEERGVTKSQANEIATAVEAQYLDTRVDPLDPVGTVSA 68 
Afu_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSKVDYDSIL.KDFPFPPAVKEEIKAELEKH.......GLKKTEAKKVVEKCFQAYLANLMEPGEAAGIVAA 64 
Mac_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSEATIDSML.KDLPFPSNILNTLREDVLKA.......GVSKKEMEEIIEKMMEEYATSCIEPCDAAGVVAA 64 
Mma_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MMSISEATVDSMI.KDLPLPSNILKTLRDDVIKA.......GVSKKEMEEIIERVMEEYTVSCIEPCDAAGVVAA 67 
Mja_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MDMEALKQKIE...GLDIPQSLKDELFEKLSK...EKD...LTEEMVDEIIDEVVNAYRKALVEPYEAVGIVAA 65 
Pab_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVSSSTIKSLIEK.KGKDLPESVKQELYEKLIK...YNEKYKLTKAEVETIIDEVVKEYERALVEPGEAVGTVAA 71 
Pho_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVSSSTIKSLIEK.KGKDLPESVKQELYEKLIK...YNEKYKLTKVEVETIIDEVIKEYEKALIEPGEAVGTVAA 71 
Pfu_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVSLSTIKSLIEK.KGANLPENVKSELYEKLKK...YNEKYKLTKAEIEAIIDDVVKEYERALVEPGEPVGTVAA 71 
Sso_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEGMID.EKDKPYLEE.KVKQASNILPQKIVDDLKNLILNKEII.VTRDEIDKIFDLAIKEYSEGLIAPGEAIGIVAA 75 
Sac_rpoA2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MID.EKLKGYIDK.RLNEIKDKIPDKLHEDLRAAIMDINGVELTEEDIDRIIDLTIREYQQSLIEPGEAIGVVTA 73 
Consensus  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~                   P              ..              I       Y   L  PGEAVG VAA 13 
 
                                                                                     ↓ 12: Jaw Æ 
Sce_rpb1,  QSIGEPATQMTLNTFHFAGVASKKVTSGVPRLKEILNVA.KNMKTPSLTVYLEPGHA....ADQEQAKLIRSAIEHTTLKSVTIASEIYYDPDPRSTVIPEDEEIIQLHF 1174 
Tac_rpoA2  QSIGEPGTQMTMRTFHFAGVREMNVTLGLPRLIEIVDAR.RIPSTPSMTIYLRPE....YETNDEVVMDVVKRLENTSISDVADIIT...DIGELTVTVRPDPRKTK... 290 
Tvo_rpoA2  QSIGEPGTQMTMRTFHFAGVREMNVTLGLPRLIEIVDAR.RIPSTPSMTIYLKPE....FETNDEVVMDVVKRLENTSVSDVADIIT...DIGELTITVRPDPNKMN... 292 
Mth_rpoA2  QSVGEPGTQMTMRTFHYAGVAELNVTLGLPRLIEIVDAR.KKISTPTMSIYFEGDLRYDEEFVRRKAN....KIGKSTLNDVLKNFSI..QYADMSVVAELDEEKIQ... 237 
Sto_rpoA2  QSIGEPGTQMTLRTFHFAGIRELNVTLGLPRLIEIVDAR.KTPSTPIMTIYLTDE....YKYDKEKALEIARKIEYTKIENVISSISV..DITNMSITIQLDEEMLK... 178 
Mka_rpoA2  QSMCEPATQMTMRTFHLAGVAEIDITTGMPALERVLSLPYHGPPTWVIELRLKEP....YRSDREKAEGVARKIEETRFEELTEYIEV..NPDECAIEIGLDEERIE... 172 
Neq_rpoA2  QSFGEPATQMLLNAFHFAGVSELQLVTGLPRLIEILNAK.KKPTIPSMTIYLEKN.......DEKLAEELVNKLIEVKLSDIAKSISI..DVINKRIIIELDQQLVK... 150 
Pae_rpoA2  QSIGEPGTQMILRSFHYAGLREFSMARGLPRLIEVVDAR.RTPSTPLMYVYLKPP....YNKSREAAESVAKKIQQVTLETLAKEVDV..DYVAGTVTITLDQEQLK... 162 
Ape_rpoA2  QSIGEPGTQMTLRTFHYAGIMEFDVTLGLPRLIEIVDAK.QTPSQPLMYIYLKDE....YAKDLEKAKEAARKIEYTTLEKIIDNIEW..DLGDRVVAIVINAEYME... 171 
Hsp_rpoA2  QSIGEPGTQMTMNTFHYAGVAEMDVTQGLPRLIELVDAR.KTPDTPVMEVYLEDE....YAEERERAHEVVWKIEATKILALGD.IST..NVADMVVRIDLNEDTLQ... 167 
Afu_rpoA2  QSIGEPGTQMTMRTFHYAGVAEINVTLGLPRLIEILDVR.KNPSTPMMTIRLLPE....YAKDREKAREVANRIEATYVKDVAD.IEV..DIRRFTIIVKPDEKALE... 163 
Mac_rpoA2  QSIGEPGTQMTMRTFHYAGVAEINVTLGLPRLIEIVDAR.KIPSTPMMTIALSKEHPEDYAYDREKTRALAWEIEATKIDHIAD.VTT..DLSQMKLIIDLHEKAME... 167 
Mma_rpoA2  QSIGEPGTQMTMRTFHYAGVAEINVTLGLPRLIEIVDAR.KIPSTPMMTIALSKEHPEDYAYDREKTRALAWEIEATKIDHIAD.VTT..DLSQMKLIIDLHEKAME... 170 
Mja_rpoA2  QSIGEPGTQMTMRTFHYAGVAEINVTLGLPRMIEIVDAR.KEPSTPIMTIYLKEE....YKDNREKAEEIAKEIESLTLGSIAESISI..DLWTQSIKVELDENRLA... 165 
Pab_rpoA2  QSIGEPSTQMTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDAR.KNPSTPMMTVYLDEE....HRYDREKAEEVARRIEGTTLENLARTTTL..DLINMEFIVEIDPERLE... 171 
Pho_rpoA2  QSIGEPSTQMTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDAR.KNPSTPMMTVYLDEE....HRYDREKAEEVARRIEGTTLENLARTTTL..DLINMEFIVEVDPERLE... 171 
Pfu_rpoA2  QSIGEPSTQMTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDAR.KNPSTPMMTVYLDEE....HRYDRAKAEEVARRIEGTTLENLARSTTL..DLINFEFIVEIDPERLE... 171 
Sso_rpoA2  QSVGEPGTQMTLRTFHFAGIRELNVTLGLPRLIEIVDAK.KVPSTPMMTIYLTDE....YKRDRDKALEVARKLEYTKIENVVSSTSI..DIASMSIILQLDNEMLK... 175 
Sac_rpoA2  QSVGEPGTQMTLRTFHFAGIRELNVTLGLPRLIEIVDAR.KVPSTPMMTIYLTDE....YKTDKDKALDIARRIEYTRVENVVSSVSV..DISNMSITLQFDQEMLK... 173 
Consensus  QSIGEPGTQMT RTFH AGV E NVTLGLPRLIEIVDAR.K PSTP MTIYL  E....Y  DREKA   A  IE T           ..D          D     ... 71 
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                                                                                                             ↓ 13: Cleft Æ 
Sce_rpb1,  SLLDEEAEQSFDQQSPWLLRLELDRAAMNDKDLTMGQVGERIKQTFKNDLFVIWSEDNDEKLIIRCRVVRPKSLDAETEAEEDHMLKKIENTMLENITLRGVENIERVVM 1284 
Tac_rpoA2  .....................DRL...IEMEDIMNAISKIKGITVMEDSGQIIIKPQQES...................FKKLYLLQE....QIKGLTIKGISGIKRAIA 353 
Tvo_rpoA2  .....................DRL...INQDDLVNAIYKVKGVTVMEESGQIIVKPQQES...................FKKLYLLQE....QIKALPIKGISGIKRAIA 355 
Mth_rpoA2  .....................EKH...LEYDEILA.....KVEKTFKKVEI......DNNILRFEPPKPT.........IRELRLLAD....KVRKLQISGVKNIGKVVI 299 
Sto_rpoA2  .....................DK...GVDPSSV.K.....KIISKLKLGKIRIEDIDDYTFTIYFEEIDN.........ISALFKMRE....KLLNTKIKGIKGIRRAIV 245 
Mka_rpoA2  .....................EHGIDEDQLVAFVREHTGGACHLEGDVLKVTLADVESAS.....................ELAEIAN....DLREAVVKGIEGVLHASV 236 
Neq_rpoA2  .....................EK...DITKKDLEKAFKSAKLKAKIENNTITIEAGNKRP....................KELYLLKN....KIKDLHIKGVKGIKYAMI 212 
Pae_rpoA2  .....................YRGLTLKDVEKIVAKAKGKDVAISMRGYTITASLTTPDIL....................KIRKIKD....KILQIKISGIKGVRKVVL 227 
Ape_rpoA2  .....................DK...GVTVDMVLEALDKSKLGKVVEDGVREVSEGGVKKVIVYFEISDKQLPDEELFNSNAYHKVLE....KLKNTYIKGIKGIRKVTV 253 
Hsp_rpoA2  .....................ERWPRVDSTTQIAG.....EVAETIEGNLGVTVTQDGTILEF.GPSEPS.........YRELLQLVE....QLRDIVFKGIEEVSRVVI 237 
Afu_rpoA2  .....................RK...GLTVEDLKS.....KIGKALKTEVE...ETEQGLAVQITEP..S.........YKALMAAFD....KLKDTVIMGLKEIKRVII 226 
Mac_rpoA2  .....................GR...NITIDQVKE.....KFNEELNVLVSISPDIDNQIVITPGEP..S.........YRELLQLAK....SIHNVTLKGIEGIKRVVV 233 
Mma_rpoA2  .....................GR...NITIDRVKE.....KFNEELNVLVSISPDIDNQIVITPGEP..S.........YRELLQLAK....SIHNVTLKGIEGIKRVVV 236 
Mja_rpoA2  .....................DR...GLTIDDVIE.....AIKKKLK.VKI...DVDGTTLYLKIKT.PS.........IKALRKRIP....KIKNIQLKGIPGIERVLV 228 
Pab_rpoA2  .....................KS...GLTMEKVLK.....KLQSSFKSAEF...EMEGYTLIVRPKKFEK.........ISDLRRLAE....KVKKHRLKGLSGVGKTIV 236 
Pho_rpoA2  .....................KS...GLTMEKILK.....KLQSSFKSAEF...EADGYTLIVRPKKIEK.........ISDLRRLSE....KVKKHRLKGLSGVGKTII 236 
Pfu_rpoA2  .....................RS...GLTMEKVVK.....KLESSFKSAEF...EVDGYTLIVRPKKADK.........ISDLRRFAE....KIKKHRLKGLSGVGKTIV 236 
Sso_rpoA2  .....................DK...GVTVDDV.K.....KAIGRLKLGDFMIEESEDSTLNINFANIDS.........IAALFKLRD....KILNTKIKGIKGIKRAIV 242 
Sac_rpoA2  .....................DK...GVSIEEI.K.....KIITKLKLGEIRIEDNDEYSFTIYFEKIDS.........IMALFKMRE....KIL.IQDKGSQGYKRAIV 239 




Sce_rpb1,  MKYDRKVPSPTGEYV....................KEPEWVLETDGVNLSEVMTVPGIDPTRIYTNSFIDIMEVLGIEAGRAALYKEVYNVIASDG.SYVNYRHMALLVD 1373 
Tac_rpoA2  RV...EG..KEHRWVIYTQGSN..........................LKDVLEVDEVDPTRTYTNDIVEIANVLGIEAARNAILNEALRTLQEQGLN.VDVRHLMLVAD 431 
Tvo_rpoA2  RV...EG..KEHRWVIYTQGSN..........................LKDVLEVDEVDPTRTYTNDIVEIATVLGIEAARNAILNEAQRTLQEQGLN.VDVRHLMLVAD 433 
Mth_rpoA2  RK...E....DDEWVIHTEGSN..........................LGAVLKEEGVDKVRTTTNDIHEIETVLGIEAARNAIIHEAKRTMEEQGLT.VDIRHIMLVAD 375 
Sto_rpoA2  QK...K....GDEYVIITDGSN..........................LEGVIGIKGVDVNKIQTNNIHEIADTFGIEAAREAIAREIKKVLEEQGLD.VDMRHILLVAD 321 
Mka_rpoA2  QY...DEDE..EEYYILVRGSPEGAPGRPPRWISQRARNSKVAKRAYLMLQLMQLDEVDATRVNTNDPKIVDVLLGVEAGRNAIIEQLEEVYESQGIS.VDPRHFMLISD 340 
Neq_rpoA2  TR...EN....DELVIKTFGSN..........................LKEVLKMKGIDKTRTTTNDIHEIAKVLGIDAAREAIIEEIQKVLEEQGLE.IDVRYLLLIAD 288 
Pae_rpoA2  QY...DS..KNDEWYIVTEGTN..........................LEAVLQLEEVDPTRTYSNDLHEVEEVLGIEATRALVAQEIKRVLEEQGLD.VDIRHMYLVAD 305 
Ape_rpoA2  RR...EEGEDSYEYMLIVEGSN..........................LREVLMLPEVDHRRSISNDIQEIAQVLGIEAARTAIIEEIKRVLEDSGLD.VDIRHLMLIAD 333 
Hsp_rpoA2  RR...EETERGEEFVLYTEGSA..........................FKKALKIEGVDATRTSCNNIHEVHKTLGIEAAREAIINETMTTLEEQGLDDVNIRHLMLVAD 318 
Afu_rpoA2  RK...E....EDEYVLYTEGSN..........................LKKIMKVKGVDFTRTTTNNIYEIYEVLGIEAARNAIIREALDTLEEQGLE.VDVRHIMLVAD 302 
Mac_rpoA2  RK...E....GEEYTLYTEGSA..........................LRDVLQFEGVDKTRTSTNNINEIYEVLGIEAARNAIIKEATDTLREQGLT.VDIRHIMLVAD 309 
Mma_rpoA2  RK...E....GEEYTLYTEGSA..........................LREVLQFEGVDRTRTSTNNINEIYEVLGIEAARNAIIKEATDTLREQGLT.VDIRHIMLVAD 312 
Mja_rpoA2  KK...E....GGEYVLYTQGSN..........................LREVFKIDGVDTTRTITNNIIEIQEVLGIEAARNAIINEMRNTLEQQGLE.VDIRHLMLVAD 304 
Pab_rpoA2  RK...E....GDEYVIYTEGSN..........................FKQVLKVPGVDPTRTKTNNIHEIAEVLGIEAARNAIIEEIMNTMREQGLE.VDIRHIMLVAD 312 
Pho_rpoA2  RK...E....GDEYVIYTEGSN..........................FKQVLKVPGVDPTRTRTNNIHEIAEVLGIEAARNAIIEEIINTMHEQGLE.VDIRHIMLVAD 312 
Pfu_rpoA2  RK...E....GDEYVIYTEGSN..........................FKQVLKVPGVDPTRTRTNNIHEIAEVLGIEAARNAIIDEIVSTMQEQGLE.VDIRHIMLVAD 312 
Sso_rpoA2  QK...K....GDEYIILTDGSN..........................LSGVLSVKGVDVAKVETNNIREIEEVFGIEAAREIIIREISKVLAEQGLD.VDIRHILLIAD 318 
Sac_rpoA2  QK...K....GDEYVIITDGSN..........................LEGIMNVTGVDINKIQTNNIHEVEEVLGMEAARELISREIKKVLEEQGLD.VDMRHIVLVSD 315 
Consensus   K...E ...  EYVI T GSN..........................L  VL   GVD TRT TN I EI  VLGIEAAR AII E    L EQGL .VD RH MLVAD 128 
 
                                 ↓ 14: Clamp core Æ                    ↓ 15: Linker Æ 
Sce_rpb1,  VMTTQGG...LTSVTRHGFNRSNTGALMRCSFEETVEILFEAGASAELDDCRGVSENVILGQMAPIGTGAFDVMI....DEESLVKYMPEQKITEIEDGQDGGVTPYSNE 1476 
Tac_rpoA2  MMTFSGS...VRAVGRTGISGRKSSVLARAAFEITTKHLLRAGIMGEVDKLAGVAENIIVGQPITLGTGAVDIIYKGYPKTKK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 511 
Tvo_rpoA2  MMTFSGS...VRAVGRTGISGRKSSVLARAAFEITTKHLLRAGIMGEVDKLAGVAENIIVGQPITLGTGAVDIIYKGYPKTKK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 513 
Mth_rpoA2  MMTADGS...VKSIGRHGISGEKASVLARASFEETGKHLLRASIRGEVDHLTGIIENIIIGQPIPLGTGSVSVVMKERK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 451 
Sto_rpoA2  IMTRTGV...VRQIGRHGVTGEKSSVLARAAFEVTVKHLLDAAARGEMEEFKGVVENIIIGQPIRLGTGIVELTMRLNVR~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 398 
Mka_rpoA2  MMSFWGELRSVRSVGGYSVMELKGSPLTKAAFEYVSRVLTETATSGDVEELRGVLENIIVGKPVPVGTGTVELTVDYSKFKEGEEEGES~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 429 
Neq_rpoA2  VMTYYGE...VLGFTRHGLMERKPSPLERATFEVPFKNLADAALLGEKDDLRAVIVNVLINQPAPMGTGRIKLVFD.EKKFEELKKKLGK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 374 
Pae_rpoA2  AMTWSGR...LRPIGRHGVVGSKESPLARAAFEVTVKTLIEASVRGEDELFKGVVESIIAGKYVPIGTGIVRLLMQF~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 379 
Ape_rpoA2  LMTWPGY...VRQIGRLGVVGEKPSPLARAAFEVTVKQLYEAAVWGEEEEFAGVTENIIAGLPPRVGTGSVLLRMGAARK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 410 
Hsp_rpoA2  IMTNDGT...IESIGRHGISGNKNSVLARAAFEVTVNHLLDAAIHGESDDLDGVIENVIVGKPVRLGTGDVDLRMGATQTSD~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 397 
Afu_rpoA2  VMTADGE...LRQIGRHGVAGEKQSILARAAFEMTVNNLLDAAVRGEEDHLRGITENIIVGQPIKLGTGDVELVLKMGGKK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 380 
Mac_rpoA2  LMTCDGE...VKQIGRHGISGEKASVFARAAFEVTVNHLLDAGMRGDVDQLQGVTENIIVGQPIRMGTGDVHLISRRVEKVE..AKELEAEEE~~~~~~~~~~~~~~~~~ 397 
Mma_rpoA2  LMTSDGE...VKQIGRHGISGEKASVFARAAFEVTVNHLLDAGMRGYVDQLQGVTENIIVGQPIRMGTGDVHLISRKAEKVVEVPPEIETAEEIEVEE~~~~~~~~~~~~ 407 
Mja_rpoA2  IMTADGE...VKPIGRHGVAGEKGSVLARAAFEETVKHLYAAAERGDVDKLKGVIENVIVGKPIYLGTGCVELTIDREYEEGKNMEE~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 388 
Pab_rpoA2  IMTLDGV...VRPIGRHGVVGEKASVLARAAFEITVQHLFEAAERGEVDNLSGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLRPQKEKEEV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 397 
Pho_rpoA2  IMTLDGV...VRPIGRHGVVGEKASVLARAAFEITVQHLFEAAERGEVDNLSGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLKPQKEKEEV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 397 
Pfu_rpoA2  MMTLDGI...VRPIGRHGVVGEKSSVLARAAFEITVQHLFEAAEKGEVDNLNGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLRPQKEKEEV~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 397 
Sso_rpoA2  VMTRTGI...VRQIGRHGVTGEKNSVLARAAFEVTVKHLLDAAARGDVEEFKGVVENIIIGHPIKLGTGMVELTMRPILR~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 395 
Sac_rpoA2  IMTRTGD...IRQIGRHGVTGEKSSVLARAAFEVTVKHLLDAAARGEREEFKGVIENIIIGQPIRLGTGIVELTMKPNMR~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 392 
Consensus   MT  G ...VR IGRHG  GEK SVLARAAFE TV HL  AA  GE D L GV ENII GQP   GTG V L               ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 174 
 
                                                                   ↓ 16: CTD Æ 
Sce_rpb1,  SGLVNADLDVKDELMFSPLVDSGSNDAMAGGFTAYGGADYGEATSPFGAYGEAPTSPGFGVSSPGFSPTSPTYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSP 1586 
Sce_rpb1,  TSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPNY 1696 
Sce_rpb1,  SPTSPSYSPTSPGYSPGSPAYSPKQDEQKHNENENSR 1733 
 
 
Anhang  120 
8.1.3.4 Untereinheit D (rpoD) 
Saccharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb3 ): 
 
Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoD ): 
 
Das Zinkfinger-Motiv wurde rot markiert. Bei S.cerevisiae und 9 Archaea findet sich ein komplettes 
Motiv, bei 2 Archaea Teile des Motives und bei 6 Archaea ist das Motiv vollständig abwesend.  
              ↓ 1: Dimerization Æ                   ↓ 2: Domain 2 Æ                             ↓ 3: Zink loop Æ 
Neq_rpoD,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTITLYLDKPPWFANLLRRLIMEEAPSMAIEDVYVHQ.............NNVYWNEWFANRLGLIPIYAPIDYIKNDKV........ 67 
Mja_rpoD,  ~~~~~~~~~MITIKEKRKTRIGEEFIFSLKAPISFSNAIRRIMISEVPTFAIEDVYI............YENSSSMDDEILAHRLGLIPIKGKPLLENEV.......... 79 
Tac_rpoD,  ~~~~~~~~~~MDVKIFKLSDKYIRFEID.GITPSQANALRRTLINDIPKLAIENVTFHHGEIRDSEGNVYDSSLPLFDEMVAHRLGLIPLKTDLTM....NFRDQCS.CG 94 
Tvo_rpoD,  ~~~~~~~~~~MEVKIFKLSDKYMSFEID.GITPSQANALRRTLINDIPKLAIENVTFHHGEIRDAEGNVYDSSLPLFDEMVAHRLGLIPLKTDLSL....NFRDQCS.CG 94 
Pae_rpoD,  ~~~~~~~~~MARATVVERGEYFLKAVVE.GVPPSLVNSLRRVIISELPVMAIDNVVV............VNNTSVMYDEMLAHRLGLIPLTTPLQSLPPY...EDCVSGL 85 
Pfu_rpoD,  ~~~~~~~MAGIEVQILEKKEDSIKFVLK.GVHVSFANALRRTILGEVPTFAVDEVEF............YENDSALFDEIIAHRLAMIPLTTP...VDRFELDAL..... 82 
Pab_rpoD,  ~~~~~~~~~MVEIKILKKTDDSITFILE.GVDVAFANALRRTILGEVPTFAVDEVEF............YENDSALFDEIIAHRLAMIPLKTP...VDRFELDAL..... 80 
Pho_rpoD,  ~~~~~~~MEMVKIKILKKTEDSITFILE.GVSVAFANALRRTILGEVPTFAVDEVEF............YENDSALFDEIIAHRLAMIPLKTP...TDRFELDAL..... 82 
Hsp_rpoD,  ~~~~~MSSQDFDVEFVDRDDREARFVVR.NITPAFANGIRRAILVDVPTLSIDTVRF............VENSSVMFDEQLGLRLGLVPLTTP....EDYAAGEA..... 83 
Mka_rpoD,  ~~~~MSPLRVRLYDYRKADVERATFIIE.ETSAEFVNTIRRALYTLVPTLRIEEVII............YENDTPMYDEMLAHRLGLIPLRVDD..IDQFELPDLCD.CG 90 
Sac_rpoD,  ~~~~~~~~~~MPISLIERNGLRLRLVLE.NYPLEFVNSIRRASILYVPVMAVDEVYF............IENNSPLYDEILAHRLALVPFVSDEA.LEHYRPPEECAECK 86 
Sto_rpoD,  ~~~~~~~~~~MPISLLSKENNSLKLIVG.NYPLELVNSIRRASILYVPVMAVDEVYF............IENNSPLYDEILAHRLAMIPFSSDEA.LDHYRPPEECAECK 86 
Sso_rpoD,  ~~~~~~~~~~MSINLLHKDDTRIDLVFE.GYPLEFVNAIRRASMLYVPIMAVDDVYF............IENNSPLYDEILAHRLALIPFMSEEA.LDTYRWPEECIECT 86 
Mth_rpoD,  ~~~~~~~~~~MDIALKEKTDTEMVFVVS.GVTVPFINAIRRICMMEVPKLAIEYVNM............YRNDAKMFDEVLAHRLGLVPLAADPEFAESLKMPEECD.CE 86 
Afu_rpoD,  ~~~~~~~~MMPEIEILEEKDFKIKFILK.NASPALANSFRRAMKAEVPAMAVDYVDI............YLNSSYFYDEVIAHRLAMLPIKTY...LDRFNMQSECS.CG 85 
Mma_rpoD,  ~~~~~~~~MTMEVDILELSDRSAKFVLS.RVSMAFANGVRRAMIADVPTLAIEYVNL............YDNTSVLYDEQLALRLSLIPLVTD...IETYMPQAECEVCG 86 
Ape_rpoD,  MSMQVAETGDRSVEVVELDSLRVRLRIR.GYPVVFVNAIRRTVLSDVPTMAVDYAYI............FDNTTAVYDEMVAHRLGLVVLDSNEA.VEKYRRPEECAGKE 96 
Sce_rpb3,  ~~~~~MSEEGPQVKIREASKDNVDFILS.NVDLAMANSLRRVMIAEIPTLAIDSVEVE............TNTTVLADEFIAHRLGLIPLQSMDIEQLEYSRDCFC.... 88 
Consensus  ~~~~~~~~                F   .     F N  RR     VP  A D V  ............  N S   DE  AHRL LIPL     .         C .   23 
 
                ↓ 4: Domain 2 Æ                                                           ↓ 5:DimÆ ↓ 6: Loop Æ 
Neq_rpoD,  ........VKASLKVKDREGW...VYA...DEIKIEDENVKIAYKKIP.........LIWVEKWHEIDMEFEIKVGQGKVHSKWIPAHTWYYKEVYGILKKKDN...... 148 
Mja_rpoD,  ........ITFTLEKEGP....CTVY..SSDLKSENGE...VAFKNIP.........IVKLGKGQRIQIECEAIPGIGKVHAKWQPCN...................... 141 
Tac_rpoD,  GKGCSLCTVTYSINKLGPST......VFSSDLQAVSHPDLIPVDGEIP.........IVKLGPKQAILITAEAILGTAKEHAKWQVTSGVSYKYHREFHVSKKDF.EDWQ 188 
Tvo_rpoD,  GKGCSLCTVTYSINKIGPAS......VMSGDIQAISHPDLVPVDPDIP.........IVKLGAKQAILITAEAILGTAKEHAKWQVTSGVAYKYHREFEVNKKLF.EDWA 188 
Pae_rpoD,  ADPSE.CSTRLTLQVTAEGDTT..IY..SGDLAS.DRPDVVPVYKDIP.........IVKLVKGQSIVLEAYAKLGVAKDHAKWQAATASYY.YYPKVVVKSE....... 172 
Pfu_rpoD,  ..ELDDYTVTLSLEAEGPG....IVY..SGDLKS.DDPDVKPVNPNIP.........IVKLAEGQRLVFNAYAKLGRGKDHAKWQPGFVY.YKYYTIVHISKSIP..EWK 171 
Pab_rpoD,  ..ELDDYTVTLSLEAEGPG....IVY..SGDLKS.DDPDVKPANPDIP.........IVKLAKGQRLVFNAFAKLGRGKDHAKWQPGFTY.YKYFTRIHISKEIE..GWE 169 
Pho_rpoD,  ..ELDDYTVTLSLEAEGPG....IVY..SGDLKS.DDPDVKPVTPDIP.........IVKLAKGQRLVFNAYAKLGRGKDHAKWQPGFTY.YKYFTRVHISKKIN..GWE 171 
Hsp_rpoD,  ........VTLALDVEGPGTA....Y..SGDLVS.NDPEVEAADENIP.........IIELKDDQRLELEADAVMGHGRDHAKHQGGVAVGYRHLQRVHVVGDSP..... 164 
Mka_rpoD,  GKGCEKCQVRAELEVEGPT....KVY..ARDLKF.DHPDVEPAFPDTL.........ITEVGEDQRIRLEVIAVPGLGLEHAKWKPVSAVGYKGLPELEIDED..KLKEK 182 
Sac_rpoD,  .ENCDGCYNRVYLDVEAKD.QSLMIY..SRDLKS.EDQMITPVSGAIP.........IVLLGSKQKISLEARLRLGYGKEHIKYSPVSVSIVRYYPKVTVLGN..CE... 177 
Sto_rpoD,  .ENCDGCYARVYLDVGANEGETVMVY..SRDLKT.DDPAIVPISGNIP.........IVLLGPKQKVTLEARLRLGYGKEHIKFSPVSIAVVRYYPHVEVKGN..CE... 178 
Sso_rpoD,  .ENCEKCYTKIYIEAEAPN.EPRMIY..SKDIKS.EDPSVVPISGDIP.........IVLLGTNQKISLEARLRLGYGKEHAKFIPVSLSVVRYYPKVEILAN..CE... 177 
Mth_rpoD,  .EYCSECSVSLTLRKKGPG....VVY..SGDLVS.ETPAVKPVYPDIP.........LVKLGDDDELELEAVAQLGVGREHAKWEPTTACAYKYYPRIEFSED..CDECL 177 
Afu_rpoD,  GEGCPNCQISFRLNVEGPK....VVY..SGDFIS.DDPDVVFAIDNIP.........VLELFEGQQLMLEAVARLGTGREHAKFQPVSVCVYKIIPEIVVNEN..CNGCG 177 
Mma_rpoD,  GEGCPACEVSLTLSAEGPG....TVY..SRDLIS.SDPKIQPADPNIP.........IVELKKGQKLVLEAIAHMGYGRDSVKWQAGVACGYKNVPVITI.EN..CDACG 177 
Ape_rpoD,  PSE.EDCFVEVSLEAEVDAEGETGRYITAGDLSI.SDPQVKPVYPETP.........LIYVAPGQRIHVQAFARLGRGKEHTKWSPASLSVLRYTPILIYDSSKAGDECL 195 
Sce_rpb3,  EDHCDKCSVVLTLQAFGESESTTNVY..SKDLVIVSNLMGRNIGHPIIQDKEGNGVLICKLRKGQELKLTCVAKKGIAKEHAKWGPAAAIEFEYDPWNKLKHTDYWYE.. 194 
Consensus        C V   L  EGP   .. VY..S DL S. DP V P    IP.........IV L   Q    EA A LG GK HAKW P     Y Y                 59 
 
                                                           ↓ 7: Dimerization Æ                 ↓ 8: Tail Æ 
Neq_rpoD,  ...........KTKELINSLGLKIDGNKVYGDRTKLEALEKEGILELKETGRIVFNIEGFGMVEEKEILPLAIDVFVNRLDEYIKTLSNE~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 227 
Mja_rpoD,  ..........................................AVYKQIADDEVEFFVETFGQMEAEEILEEAVKILKNKAESFLQQLEMIEQ~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 191 
Tac_rpoD,  KLKGACPKSVMSETDTEIVFTDD......FGCNDLNVLFESDGVNMIEDDSRFIFQFETDGSLTAKETLLYALNRLKDRWDILVESLSE~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 271 
Tvo_rpoD,  KIKERCPKSVLSEDENTIVFTDD......YGCNDLSILFESDGVQIKEDDSRFIFHFETDGSLTAEETLSYALNRLMDRWGILVESLSE~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 271 
Pae_rpoD,  NCREMCKEICRQLENPIECSFNKAW........TCKDLCKE.GLEVTWDKNKYVFWVESFGNYDVNTALREAFRILKRKFAVFAEELFRRASVETKV~~~~~~~~~~~~~ 260 
Pfu_rpoD,  ELKKLAKKRGLPVEETEEEVLVTTIKPFYI..PKDFEEYEGKEIWEEIVPNTYIFTVETNGELPVEEIVSIALKILMRKADRFISELQKLTS~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 261 
Pab_rpoD,  KLKKLAKKRGLPVKENENEVIVETIKPFYI..PKEFEEYEGKGIWEEIVPNTYVFVVETNGELPVEEIVKIALKILMRKADRFINELQGLAG~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 259 
Pho_rpoD,  KLAKLAKKRGLPTKENEEEVIVETIKPFYI..PKEFEEYEGKEIWEEIVPDTYVFVVETNGELPVEEIVKIALRILMRKADRFINELQRLAG~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 261 
Hsp_rpoD,  EYADDDPQMLRGVIEEDDELVPTDDFDN.....DLTTRYPGKEVEIEDVDGAFVFHVESDGSMPVEELVLRAVDTLVDRADELEQAVQL~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 248 
Mka_rpoD,  KITYECPQGIIRIENGEVVHIDEDRLPECRMYKEYERETD.GAVRVRLRDDAFVFNVETDGSMSLDTAILKALDAIEHKLESLKKNLQKEVSGE~~~~~~~~~~~~~~~~ 275 
Sac_rpoD,  KAVEVCPEGVFAMEN..NKLVVKNELS.CILCEECLKYCA.GSVSIESVENKFILEIESVGSLKPERILIEASKSLLRKLSELKSKLEAGK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 264 
Sto_rpoD,  KAFEVCPEGVFGMEN..GKLFVKNEVA.CTLCEECIKYCE.NNIFISAVENKYILEIESVGSLKPERILIEAGKSLLRKLNQLK.KLVEGL~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 264 
Sso_rpoD,  KAVNVCPEGVFELKD..GKLSVKNELS.CTLCEECLRYCN.GSIRISFVEDKYILEIESVGSLKPERILLEAGKSIIRKIEELEKKLVEVVK~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 265 
Mth_rpoD,  ECIEACPRDVL..GEESGKPVVVDLEN.CSMCKSCVRACDKRAIDVGYEEGKFIFRIETDGSVDPKDVLLKACDILRDKAEQVITFCEGG~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 264 
Afu_rpoD,  DCIEACPRNVF..EKDGDKVRVKNVMA.CSMCGECVEVCEMNAISVN.ETNNFLFTVEGTGALPVREVMKKALEILRSKAEEMNKIIEEIQ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 264 
Mma_rpoD,  HCAAECPKGIIRVEEAGARIAEDDLIK.CSLCRLCEQVCDINAIKVDFYENAFVFTMESDGSYTAKDLTINAANVIKGKAEELLAILDQL~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 266 
Ape_rpoD,  ECLSAYPQVVEALKSGGKGSLVLEGLRRTSGLRYCAETACRGAVEVRYDSSNLDLEVESTGALRPEKIVELAIRELEEKVKRFAEAVESVGVEES~~~~~~~~~~~~~~~ 290 
Sce_rpb3,  ...................QDSAKEWPQSKNCEYEDPPNEGDPFDYKAQADTFYMNVESVGSIPVDQVVVRGIDTLQKKVASILLALTQMDQDKVNFASGDNNTASNMLG 285 
Consensus        P                                               F  E  G          A   L  K       L     ~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 67 
 
Sce_rpb3,  SNEDVMMTGAEQDPYSNASQMGNTGSGGYDNAW 318 
 
Anhang  121 
8.1.3.5 Untereinheit E’ (rpoE1) 
Sce_rpb7,  ~MFFIKDLSLNITLHPSFF.GPRMKQYLKTKLLEEVEGSCTGKFG..........YILCVLDYDNIDIQRGRILPTDGSAEFNVKYRAVVFKPFKGEVVDGTVVSCSQHG 98 
Ape_rpoE1  MYYEYVVEEWIGMEPASIYSSEDLDKAALEHLRR.LEGRIDEEMG..........VIVAVLDAKIVGDGIIPPVSGDPSIYYPVRYRVLAFKPVQLEIVRGVVTRADDFG 99 
Neq_rpoE1  ~MFFISEVEDYVRVDPRDLKEKTIEEAIKNALLKQYEGKINKQLGW..........VLSILDILDKSEGYL..GYNDGGIYYKVRFKVLTWKPILKEVTLGIISNIVDFG 97 
Tac_rpoE1  ~MYMLVEDKYIARVPPEML.GEDYDVAVREVTKRSLEGRLVDVINEKTSQNEGKYLVISVLYTESIGEGTI..VHGDGGVYQEVKYRALVYYPEMQEIVDGEVVSVQKFG 106 
Tvo_rpoE1  ~MYMMVEDKYIARIPPDML.GEDYDKAVEEVTKRSLEGKLVDVVNEKTGVNEGKYLVISIISTKAVGEGSI..VHGDGGVYQEVKYSALVFYPEMQEIVDGEVVSVQKFG 106 
Pae_rpoE1  MPFRLVEAEDYVRVPPTEF.GKPLEDIALSQLKSRYEGKVLRE......VG....YIVAVLNVKVGREGKI..VFGDGGTYHRAVFTMLAFMPLDGEVVEGVVENAREMG 97 
Mka_rpoE1  ~MYELVELETTVRIPPTQF.TSDVEDAVLKALENDVEGKLFREDDTGEPIG....FVVFVDEILDVENEGI..FPGDGASYHRVRFRALVFRPVEREVVVGEVTRVKEYG 102 
Sso_rpoE1  ~MYKLIKARSIVRIPPNEF.GKPLNEIALNELRQQYQEKILKD......LG....LVLAILNVKTSEEGIL..VFGDGATYHEVEFDMITYVPVVQEVVEGEVLQVDNYG 96 
Sto_rpoE1  ~MFKLIKAKGIIRIPPEYF.GQPLDEIALQILRQEYQEKMIKD......LG....LVLAVLDAKVSEEGYI..IFGDGATYHEVSFEMLAFVPIIQEVVEGEVNQVDNYG 96 
Hsp_rpoE1  ~MYKRARLKDTIEVPPEYL.GAVGPDLVKRLLQDKLEGRMDED......VG....SIVTVTEVHDLGEGAV..LPNRPGVYYEAEFDAVTFEPEMQEVVDGEVVEVVSFG 96 
Afu_rpoE1  ~MYARIKLRDTVRVPPSKL.GEDIEKVINSLLWEQFEGRLDRE......YG....MIIGIESIEEIGEGRI..IEGDGGVYFDVVFNAICFRPLHQEVVEGEVIEIVEFG 96 
Mth_rpoE1  ~MYYVTKIVDTVRIPPDRF.EEPLEEVAVEVLNETYVGRMDKN......LG....QLITVKEIEDIGIGKV..IMGDGAAYHEVTFTALFFKPELHEIVEGEVIEIAEFG 96 
Mja_rpoE1  ~MYKILEIADVVKVPPEEF.GKDLKETVKKILMEKYEGRLDKD......VG....FVLSIVDVKDIGEGKV..VHGDGSAYHPVVFETLVYIPEMYELIEGEVVDVVEFG 96 
Pab_rpoE1  ~MYKIVTVKDVVRIPPRMF.TMDPKEAAMLVLRETYEGKYDKD......EG....VILSIVEVKEVGDGII..VPGDGATYHEVVFDVLVWEPKQQEVVEGTVVDAVPFG 96 
Pho_rpoE1  ~MYKIVTVKDVVRIPPRMF.TMDPKEAAMLVLRDTYEGTYDRD......EG....VILSIVEVKEVGDGII..VPGDGATYHEVVFDVLVWEPKRDEVVEGTVVDVVPFG 96 
Pfu_rpoE1  ~MYKIVTVKDVVRIPPTMF.TMDPKEAAKIILRETYEGTYDKD......EG....VILSILEVKDIKDGII..IPGDGATYHEVVFDVLVWEPKIHEVVEGYVADVMPFG 96 
Mac_rpoE1  ~MYKLMKLIDTVRIPPTLL.GEEIMPTIKNALREKLEGQVDKK......LG....SLVAVYNIDEVGEGHI..LVGDGAVYYDVTFEAIMFIPELQEIIEGEVVEAVGFG 96 
Mma_rpoE1  ~MYKLMKLVDTVRIPPTLL.GEEIMPTIKNALREKLEGQVDKK......LG....SLVAVYNIDEVGEGHI..LVGDGAVYYDVTFEAIMFYPDLQEIIEGEVVEAVGFG 96 
Consensus  ~MY      D VR PP   .G          L    EG     ...... G....           GEG I..  GDG  Y  V F  L F P   EVVEGEV     FG 34 
 
Sce_rpb7,  FEVQVGPMKVFVTKHLMPQD..LTFNAGSNPPSYQSSEDVITIKSRIRVKIEGCISQVSSIHAIG......SIKEDYLGAI~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 171 
Ape_rpoE1  LVVNLGPLDGKVHRNQIMDEG.VELLPDRSGFVGLASKREIRVGDVVRARVVHVS...RPSRTAQIIGIGLTMRQPYLGKEEWVAPEAKKG~~~~~~~~~~~ 186 
Neq_rpoE1  AYVNIGPTDGLIHISQIMDD.IVDYS.KDKVLAGRKTKKILKIEDIVKAKIVGISIK......PIGTKINLTMRQAGLGKLQWLYEEKAQSE~~~~~~~~~~ 181 
Tac_rpoE1  AFIKFSSFEGLLHISQIMDDR.IDIDLENKRFIGKETKRDLKVGDRVRVRIVAMNLASSSISDS...KIGFTMKQVGLGKLDWLAKEASQ~~~~~~~~~~~~ 192 
Tvo_rpoE1  AFVKFSSFEGLLHISQIMDDR.IDVDLENKRFIGKDTKRDLKVGDKVRVRIVALNLASSSVEDS...KIGFTMKQVGLGKLEWLEKEAQA~~~~~~~~~~~~ 192 
Pae_rpoE1  MLVRIGPILGFINKIHIMDDPNIFFDASTKSYIGERTKRRVSVGDVVRARITGVSFTTPREGTDLLIRVTLTMRSPGLGKLEWVKEKKPAAKKA~~~~~~~~ 191 
Mka_rpoE1  AFVRLGPLDGLLHVSQILDE.YMYYDGAREALVGEETGRELKRGDVIKVMIIGVSLNEERPRDS...KIALTVKRPGLGKPEWWE~~~~~~~~~~~~~~~~~ 183 
Sso_rpoE1  IFVNLGPMDGLVHISQITDD.TLKYDNVRGIIFGEKSKKVIQKGDKVRARVISVASTV.TGRLP...RIALTMRQPYLGKLEWITQTKK~~~~~~~~~~~~~ 180 
Sto_rpoE1  VYVNIGPVDGLAHISQITDD.NLKFDQNRGILIGERSKKIIQKGDRVRARIISV.STS.GGRMP...RIALTMKQPYLGKIEWISQELTKASK~~~~~~~~~ 183 
Hsp_rpoE1  AFVGIGPVDGLLHVSQISDE.YLAFDEENQQLASRESNQVLGTGDSVRARIVTKSIDERNPRES...KIGLTAKQPGLGKHGWLQADREQADAASEGE~~~~ 190 
Afu_rpoE1  AFVSIGPFDALLHMSQVTDD.YMVFDEKNKRLVGRETKKVLQEGDKVRARIVSLSLKEREPEKS...KIGLTMRQPWLGALKWIEEEIEKLMKESGV~~~~~ 189 
Mth_rpoE1  AFVRIGPVDGLVHVSQVTDD.YITYDPKKGSLTGKESGRRLDEGDLVRARIVALSLKG.RREGV...KVGLTMRQPGLGKFEWIEEEKRKSKK~~~~~~~~~ 184 
Mja_rpoE1  SFVRLGPLDGLIHVSQIMDD.YVSYDPKREAIIGKETGKVLEIGDYVRARIVAISLKAERKRGS...KIALTMRQPYLGKLEWIEEEKAKKQNQE~~~~~~~ 187 
Pab_rpoE1  AFVRIGPMDGLVHISQLMDD.YVVYDERNKQFVGKEKKYLLKIGDAVRARIITVSAKSRIIREN...RIGLTMRQPGLGKFEWIEKEKRKEKE.GKK~~~~~ 188 
Pho_rpoE1  AFIRIGPMDGLVHISQLMDD.YVVYDERNKQFVGKEKKYLLKIGDAVRARIITVSPKSRVIREN...RIGLTMRQPGLGKFEWIEKEKRKEKE.GKK~~~~~ 188 
Pfu_rpoE1  AFIRIGPIDGLVHISQLMDD.YVVYDERNKQFVGKEKKYLLKIGDLVRARIINISAKSKVIREN...RIGLTMRQPGLGKFEWIEKEKKKEKEEGKK~~~~~ 189 
Mac_rpoE1  VFVGMGPMDGLLHVSQITDD.FISYDAKNARLVTKNGGKSIAEGDHVRARIVAVSINEREPKES...KIGLTMRQTALGKLQWLEEARRKKQPQEAPGKEAA 194 
Mma_rpoE1  VFIGMGPMDGLLHVSQITDD.FISYDAKNARLVTKSGGKSIAEGDHVRARIVAVSINEREPKES...KIGLTMRQTALGKLQWLEEARRKKQPQETPGEEAA 194 
Consensus   FV  GP DGL H SQI DD.    D       G   K  L  GD VRARI   S         ... IGLTMRQP LGK EW   E        ~~~~~~~ 73   
 
8.1.3.6 Untereinheit E’’ (rpoE2) 
Zu rpoE2 gibt es bei Eukarya (S.cerevisiae) kein Homologes Protein. Das Zinkfinger-Motiv wurde 
rot markiert. 
 
Ape_rpoE2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MPRGSKVCPECGSTQFTENWSGMLVIIDPENSAIARELGIEKPVRKAILIGKKVMI 56  
Tac_rpoE2  ~~~~~~MKVQYRACKKCKRLT..PEKTCPVHGDEKTTTEWFGFLLITEPELSAIAKRTGITEPGMYAIKVRQ~~~~ 64  
Tvo_rpoE2  ~~~~~~MKVQYRACKKCKRLT..PEKTCPIHPDEKTTTEWFGFLIITEPEFSAIAKRAGISEPGMYAIKVRQ~~~~ 64  
Mka_rpoE2  ~~~~~~~MSKLKACVRCGYLVEEDTEICPACHGDEFTENWRGIAVILDTE.SQTADRLNAKIPGKYALRVEE~~~~ 64  
Mja_rpoE2  ~~~~~~~~~~MRACLKCKYLT..NDEICPICHSPT.SENWIGLLIVINPEKSEIAKKAGIDIKGKYALSVKE~~~~ 59  
Mth_rpoE2  ~~~~~~~~MTEKACTRCKRIT..SDERCPVCNVPA.STNWSGLLIIIDPDKSDIARELNITLPGEYALRVR~~~~~ 60  
Mac_rpoE2  ~~~~~~~~MSEKVCRHCLRV.L.EGQTCPVCGTSDLAEEWSGLVIILDTERSEIAKRLGVDIPDRFALKVR~~~~~ 61  
Mma_rpoE2  ~~~~~~~~MPEKVCRHCLRV.L.EGQTCPVCGTSDLAEEWNGLVIILDTERSEIAKRLGVDIPDRFALKVR~~~~~ 61  
Pfu_rpoE2  ~~~~~~~~MSEKACRHCHYI.T.SEDRCPVCGSRDLSEEWFDLVIIVDVENSEIAKKIGAKVPGKYAIRVR~~~~~ 61  
Pab_rpoE2  ~~~~~~~~~TEKACRNCHYI.T.TEDQCPVCGSRDLSEEWFDLVIIIDVENSEIAKKIGAKVPGKYAVRVR~~~~~ 60  
Pho_rpoE2  ~~~~~~~~MTEKACRNCHYI.T.TEDQCPVCGSRDLSEEWFDLVIIIDVENSEIAKRIGAKVPGKYAIRVR~~~~~ 61  
Afu_rpoE2  ~~~~~~~~MAELACKNCRFINV.DTNICRNCGSTDLTKEWYGYVVIVDPEKSEIAKRLEIKIPGKYALRVG~~~~~ 62  
Hsp_rpoE2  ~~~~~~MASNRLACHDCHRIVEPDEEMCPYCSSNSLTEDWAGYVVITHPDTSEIADKMEVHEAGEFALKVR~~~~~ 65  
Sso_rpoE2  ~~~~MAKKSVFKACKNCKALVDTDKETCPVCGSTSFTDEWDGMIIIINSE.SEIAKITEAPKPWKYAIIIK~~~~~ 66  
Sto_rpoE2  ~~~MPGKNKEFKACKNCRALVPQDTPKCPVCGSISFSDDWSGIVIILDPE.SETAKLFGATVPWRYAIIVK~~~~~ 67  
Neq_rpoE2  MPKPKR.....KVCLKCKAILPMDVEKCPYCGGTEFTTEFEGIIIIVNKEKSEVAKVAGIDKEGKFAIKI~~~~~~ 65  
Pae_rpoE2  MSTRKRTLSGYKACKRCKTVMPEDAKQCPNCGSEEFVFKWRGMIVVIDPQKSCIAKRLGLEKPGIYALELVEE~~~ 73  
Consensus  ~~~~~~     KAC  C          CP CG       W G  II D E SEIAK  G   PG YA  V ~~~~~ 25  
 
 
Anhang  122 
8.1.3.7 Untereinheit F (rpoF) 
 
Obwohl auch MK1659 aus M.kandleri gut in dieses Alignment paßt, wurde die Sequenz 
weggelassen, weil sonst Rpb4 aus S.cerevisiae nicht mehr integriert werden kann (das M.kandleri-
Gen verursacht durch einige zusätzliche Gaps eine Verschlechterung des Alignments). Bei A.pernix 
und N.equitans fanden sich keine homologen Gene. 
 
Sce_rpb4,  MNVSTSTFQTRRRRLKKVEEEENAATLQLGQEFQLKQINHQGEEEELIALNLSEARLVIKEALVERRRAFKRSQKKHKKKHLKHENANDETTAVEDEDDDLDEDDVN.AD 109 
Pae_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSVKKIRKSEEIPNAA 16 
Sso_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MS.SVYIVEEHYIPYSV 16 
Sto_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKILSFSLKIEEEHYVPYSF 20 
Tvo_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEKKYISIPE 10 
Tac_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTMEKKYISIPE 12 
Mja_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MYQAKRERMIGKKILGERYVTVSE 24 
Mac_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIVKEVLNEELLTLAE 16 
Mma_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIVKEVLNEELLTLAE 16 
Hsp_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTIFKETVETEPLTVSE 17 
Mth_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIPMIGKKVLESEPVSMAE 19 
Afu_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVEMF.KEVRDFEYITISE 18 
Pfu_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIGRGKLGEKYITIAE 16 
Pab_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIGRKKLGEKYITIAE 16 
Pho_rpoF,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIGRKKLGERYITISE 16 




Sce_rpb4,  DDDFMHSETREKELESIDVLLEQTTGGNNKDLKNTMQYLTNFSRFRDQETVGAVIQLLKSTGLHPFEVA.QLGSLACDTADEAKTLIPSLNNKI.SDDELERILKELSNL 217 
Pae_rpoF,  ALAILRELATTTQ.......L.......SEDQRKTLDYLEKVTKRTREESERIMRQLVEKFGFTRIT.AIQLVNLSIDSTEELKTILSHLERREFSEGELKEILKILTGQ 111 
Sso_rpoF,  AKKLLTDVIRSGGSSNL..............LQRTYDYLNSVEKCDAESAQKVIEELSNIVSREDVRAI..LASICPTTSDEVRSILVMDTNKTYTSEDIQKIIDIIRKY 110 
Sto_rpoF,  AKKILQDLISNGTSSTI..............LQRTFEYLNSVAKCSSEDALKIMDELKEIIQREDVRAV..IASICPTTIEEVRSILVLDSGKTYTTEQIQKIINIVKSH 114 
Tvo_rpoF,  VYNILSKK..........EQL.......TDMEKENLEYAGKFSRVDPSVIDRVKGDISGIAK.LPEKVIVKILDLKPGTPADITSILSTYNVMI.SDEDLNALADYLKKL 101 
Tac_rpoF,  VIDLLSNR..........ENL.......TDLEKENLAYAEKFARIDPKAIKKVREDILSIVD.MPEKALVKILDLKPETPGELTAILSTYGVMI.SDENLNALTDYLKKL 103 
Mja_rpoF,  AAEIMYNRAQIG.......EL.......SYEQGCALDYLQKFAKLDKEEAKKLVEELISLG..IDEKTAVKIADILPEDLDDLRAIYYKREL....PENAEEILEIVRKY 114 
Mac_rpoF,  VKDILSRIADERREQGIE..V.......AYSFRKALHHAEQFSKINGEKSRELVNKLLEL.EKMKPVIAVRIADILPQSRDELRSIYAKEKYTL.SNEELDQILDYVFEA 115 
Mma_rpoF,  VKDKLTAIAEERREKGIE..V.......SYSFRKALNHAEQFSRISGVKSRELVNKLLEL.EKMKPVIAVRIADILPQSRDELRSIYAKEKYTL.SNEELDQILDYVFAA 115 
Hsp_rpoF,  AKALLSEV.ETERALDEDREL.......RFELSRAIEHANRFALLEPAESREFVDELLALDVLDDEAVAYKIVDLLPRTRTELRSVFANERYAM.SGDELDEILDVVAKY 118 
Mth_rpoF,  VKEILEKF...G....EDHEL.......TYEQNLVLDHVTRFSRLDPEKSRELVEELMDIPNIKRRH.AVKIADIMPVDISDLRLIFAKERVPI.KADDLPGILEVIDKY 113 
Afu_rpoF,  AKEIMEEI...AKKRQEEAEL.......LFETRRALKHLRLFAKLPADKAKELVDELVKLPQVGSKEIAVKLADIMPRIPDEVRIIYAKERVTL.TPEQIQEILDVIDKY 117 
Pfu_rpoF,  AKELLLKRREEEVKAGIEEPL.......YYEARLALEHAERFAKLPADKAKEAVEELMNAFEWMSDRIACKIVDIMPEDSMDLRVIFAKEEYQP.TQEEMKQILDILDKY 118 
Pab_rpoF,  AKEILLKKYEEGKKAGIEEPL.......FYEARLALEHAEKFAKLSAEKAREAVEELISAFDWMNDRIAGKIVDIMPEDNLDLRVIFAKEEYQP.TQEEMKKILEILDKY 118 
Pho_rpoF,  AKEILLKKYEEGIKAGIEEPL.......FYEARLALEHAEKFAKLPAEKARKAIEELMSEFEWMNERIAAKLVDIMPEDNLDLRVIFAKEEHQP.TPEEMKKILEILDKY 118 




Sce_rpb4,  ETLY 221 
Pae_rpoF,  ~~~~ 111 
Sso_rpoF,  IKS~ 113 
Sto_rpoF,  MES~ 117 
Tvo_rpoF,  KF~~ 103 
Tac_rpoF,  RF~~ 105 
Mja_rpoF,  I~~~ 115 
Mac_rpoF,  ME~~ 117 
Mma_rpoF,  ME~~ 117 
Hsp_rpoF,  V~~~ 119 
Mth_rpoF,  RVE~ 116 
Afu_rpoF,  RI~~ 119 
Pfu_rpoF,  RE~~ 120 
Pab_rpoF,  RET~ 121 
Pho_rpoF,  REE~ 121 
Consensus    ~~ 29 
 
Anhang  123 
8.1.3.8 Untereinheit H (rpoH) 
         ↓ 1: Jaw Æ 
Sce_rpb5,  MDQENERNISRLWRAFRTVKEMVKDRGYFITQEEVELPLEDFKAKYCDSMGRPQRKMMSFQANPTEESISKFPDMGSLWVEFCDEPSVGVKTMKTFVIHIQEKNFQTGIF 110 
Mma_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MFF 3 
 
                                           ↓ 2: Assembly Æ 
Sce_rpb5,  VYQNNITPSAMKLVPSIPPATIETFNEAALVVNITHHELVPKHIRLSSDEK.RELLKRYRLKESQ.LPRIQRADPVALYLG......LKRGEVVKIIRKSETSGRYASYR 212 
Sto_rpoH,  ~MVETTYILRLSLVN.....IMRS..SSKIKIDPSQHELVPKHEVLSIEE.AYKILKELGIKPEQ.LPWIRASDPIAKLVGA......KPGDIIKITRKSSLSGEVVVYR 94  
Mma_rpoH,  IMTGGKAIRWRNLIKFFECFIFGG..KDLTKFSLLDHEAVPKHEIMSEGE.LKSVLSKYFIEKEQ.LPKIKVQDPVCKEIGA......VVGDVVKITRKSQTAGEADYYR 103 
Hsp_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVDVSQHELVPEHTVL.DEETLDGVLADYDIDRTE.LPKIKYKDPALPDNAEI.......GDVVEIVRDSRTTDEAVVYR 71  
Pae_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSRISLGVKEVTVIPREEAKELLKRMKLRPWQ.LPWIRASDPLAQKAGA......KPGDVLKIVRESPTAGEAVVYR 70  
Pab_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~M..AGKSEFNIFKHVLVPEHRILSEEEK.KALLEKYRITPAQ.LPQIKASDPAVKALGA......KPGDIIEIKRKSPTAGVYYYYR 77  
Pho_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~M..SGKNEFNIFKHVLVPEHRILSEEEK.KALLEKYKITPAQ.LPQIRASDPAVKALGA......KPGDIIEIKRRSPTAGVYYYYR 77  
Pfu_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~M..AGKKEFSIFDHVLVPEHRVLSEEEK.KALLEKYKITLAQ.LPQIKASDPAVKALGA......KPGDVIEIKRKSPTAGVYYYYR 77  
Tvo_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MAKFNVLDHNLVPEHHIVSEEEE.KTILKELGIEK.EFLPRISPNDPVIKALEAIHGK.IKDGTVIKIIRNSPTMGHSVYYR 79  
Tac_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MV..VKMAKFNVLDHNLVPEHHIVPEEEE.KNILKELNIEK.EFLPKISPNDPAIKALEAVHGK.IKEGTIIKIVRKSPTMGHSVYYR 83  
Mka_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MA..ERLDPDVVLNHVLVPKHEVIDDEEEIEKILEELGVEK.DDLPRIHTNDPVVVALSEKLGKRIKPGSLVKIVRDSPTAGKTVVYR 85  
Neq_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKKKQPIKHRLVPEYQKLTKEE.VEKLLKELNIDSIDYLPKIYVDDPAIQHLNP......KPGDVLRIIRKSPTAGKTIYYR 75  
Mth_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKREILKHQLVPEHVILNESE.AKRVLKELDAHPEQ.LPKIKTTDPVAKAIGA......KRGDIVKIIRKSPTAEEFVTYR 73  
Ape_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSSK..TRKSSRVILEHEYVPEHRLLSIEE.AVQVLKMLGIKPWQ.LPKISVNDPIARLLKA......KPGDIIEITRRSYTAGEAKYYR 80  
Sso_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MRG..SSNKKIDPRIHYLVPKHEVLNIDE.AYKILKELGIRPEQ.LPWIRASDPVARSINA......KPGDIIRIIRKSQLYGEVVSYR 79  
Mja_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKVTDHILVPKHEIVPKEE.VEEILKRYNIKIQQ.LPKIYEDDPVIQEIGA......KEGDVVRVIRKSPTAGVSIAYR 71  
Afu_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKFKLQDHMLVPKHEVLSKEE.AEELLKILGIGKEQ.LPKIKADDPIAKEIGA......KPGDIVKITRKSLTAGESVFYR 73  
Mac_rpoH,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTKFSLLDHESVPKHEIISEGE.LKSVLSKYLIEKEQ.LPKIKVQDPVSKEIGA......VVGDVVRITRKSQTAGEADYYR 74  
Consensus  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~             H LVP H  L  EE     LK   I   Q.LP I   DP     GA......K GD   I RKS TAG    YR 31  
 
Sce_rpb5,  ICM~~~~~~~~~~~~~ 215 
Sto_rpoH,  YVISG~~~~~~~~~~~ 99  
Mma_rpoH,  LVIE~~~~~~~~~~~~ 107 
Hsp_rpoH,  LVIE~~~~~~~~~~~~ 75  
Pae_rpoH,  LVVPG~~~~~~~~~~~ 75  
Pab_rpoH,  VVVED~~~~~~~~~~~ 82  
Pho_rpoH,  VVVED~~~~~~~~~~~ 82  
Pfu_rpoH,  VVVED~~~~~~~~~~~ 82  
Tvo_rpoH,  VVASEVFK~~~~~~~~ 87  
Tac_rpoH,  VVASEVFK~~~~~~~~ 91  
Mka_rpoH,  VVTNPPE~~~~~~~~~ 92  
Neq_rpoH,  VVIERPKIVEKEEEEE 91  
Mth_rpoH,  LVQD~~~~~~~~~~~~ 77  
Ape_rpoH,  FVVAYQKGVK~~~~~~ 90  
Sso_rpoH,  YVISG~~~~~~~~~~~ 84  
Mja_rpoH,  LVIKRII~~~~~~~~~ 78  
Afu_rpoH,  LVV~~~~~~~~~~~~~ 76  
Mac_rpoH,  LVIE~~~~~~~~~~~~ 78  
Consensus   V   ~~~~~~~~~~~ 32  
 
8.1.3.9 Untereinheit K (rpoK) 
        ↓ 1: Tail Æ                                                         ↓ 2: Assembly Æ 
Mma_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSNLSCFSIIGTHRSVFKFKGDLLVKEN....YTRFERARIVGARALQIAMGAPVLVE 54 
Ape_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MAERYTSYPRIVDDVKIGPPY..........LTKYERARIIGVRAFQLSIGAPPLVD 47 
Sso_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MGLERDEILSQDLHFNEVFISLWQNR......LTRYEIARVISARALQLAMGAPALID 52 
Pae_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTTSELIERINKLIDVVDKAINKREFYPPR......LTKYETARIIGARALQLAMGAQPLVD 56 
Sce_rpb6  MSDYEEAFNDGNENFEDFDVEHFSDEETYEEKPQFKDGETTDANGKTIVTGGNGPEDFQQHEQIRRKTLKEKAIPKDQRATTPYMTKYERARILGTRALQISMNAPVFVD 110 
Mja_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKLTKFEIARILGARSLQISSGAYATIE 28 
Neq_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MYSKYEKARIIGIRAMQIAQGAPILIK 27 
Hsp_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSDSQHFSRYEKARIIGARALQVAYGAPVLVD 32 
Mth_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MHMASKKLTRFERARLIGARALQISMGARPLVE 33 
Mka_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEDLTRFEIARIVGARALQIAMGSPVLVE 29 
Pab_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MFKYTRFEKARIIGARALQIAMGAPVLID 29 
Pho_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MFKYTRFEKARIIGARALQIAMGAPVLID 29 
Pfu_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MFKYTRFEKARIIGARALQISMGAPVLID 29 
Tac_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKYTKFEKARIIGARALQIAMGAPVIID 28 
Tvo_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKYTKFEKARIIGARALQIAMGAPVIID 28 
Afu_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MGIKVKFPFEYTRFEKARIIGARALQIAMGAPVLIE 36 
Mac_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVKEK....YTRFERARIVGARALQIAMGAPVLVD 31 
Sto_rpoK  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSINKIFEESWKNR......LTKYEIARIISARALQLAMGASPLID 40 
Consensu  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~          T FE ARIIGARALQIAMGAPVL D 22 
 
 
Mma_rpoK  .DDGRLD.....PLGVAIEELKAGVIPITVKR..KKS~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 83 
Ape_rpoK  PER....AGSRNPLDIARYEVDNGILPVSIYRYLPGGGGQSLSLSRLV.ELAREILGSEYV 103 
Sso_rpoK  INN....LSSTDVISIAEEEFRRGVLPITIRRRLPNGKIILLSLRKS~~~~~~~~~~~~~~ 95 
Pae_rpoK  IQE....VGSVDPVLIAMEELRRGLLDFIIVREMPDGKTMRIRLKELL.ELERTL~~~~~~ 106 
Sce_rpb6  LE......GETDPLRIAMKELAEKKIPLVIRRYLPDGSFEDWSVEELIVDL~~~~~~~~~~ 155 
Mja_rpoK  TK.......CDSSLKIAYEEIKQGKVPLKPIRPVKA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 57 
Neq_rpoK  IDKETLKKINYSPIEIAKMEFEKGAIPIKVIR..KIPVKPHIN....FV~~~~~~~~~~~~ 70 
Hsp_rpoK  TDQT..E.....PILIAAEEYDADALPFTVRR..EGT~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 60 
Mth_rpoK  IKES.LD.....PVDIARKELEKKVMPLDVRR..DK~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 61 
Mka_rpoK  V.EGDED.....PLEIAKREFDEGVVPVVVIR..R~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 56 
Pab_rpoK  VPEG.IT.....PLEAAIMEFEKGVIPITVIR..PS~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 57 
Pho_rpoK  VPEG.IT.....PLEAAIMEFEKGVIPITVIR..PS~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 57 
Pfu_rpoK  VPPG.IT.....PLEAAILEFEKGVIPITVIR..PS~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 57 
Tac_rpoK  VPKNIID.....PVDIAMLEFENNVIPITIKK..ASKILN~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 61 
Tvo_rpoK  IPKNVID.....PVDIATIEFENNVIPITIKR..VSKVLN~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 61 
Afu_rpoK  .TD.KTE.....PLEIALEEFNRGVIPITVRR..RRNEFVWLERYDLF~~~~~~~~~~~~~ 75 
Mac_rpoK  .DDGRLD.....PLGVAIAELKAEIIPITVKR..KKS~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 60 
Sto_rpoK  TNN....LPFNDVISIAEEELKRGVLPITVRRVYPNGKIELVSVKKV..EFK~~~~~~~~~ 86 
Consensu      .  .....P  IA  E   GV PITV R..      ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 33 
 
Sacharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb6 ) 
 
Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoK ) 
 
Sacharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb5 ) 
 
Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoH ) 
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8.1.3.10 Untereinheit L (rpoL) 
 
         ↓ 1: Tail Æ   ↓ 2: Dimerization Æ 
Ape_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~MLRLERLRIIRESRGSYVIQVYGEDHTLGTLLVEAIKRVSNPKLAYYEAVHPMEDIIQVYVKY............EDDVDIKEVLRKASDYLLEVI 84 
Sce_rpb11  MNAPDRFELFLLGEGESKLKIDPDTKAPNAVVITFEKEDHTLGNLIRAELLNDRKVLFAAYKVEHPFFARF............KLRIQTTEGYDPKDALKNACNSIINKL 98 
Mka_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~MKLPEVEVVVKKYDKDEVLLELPGEDHTLCNLLRWALNRQDGII.ATYRIEHPILGKEHKVDEERYVPPKMRIRAVDEDADAREALERAIEELLELV 96 
Neq_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~MITIPTEVKILEETDNLIKVQFKGETHTLFNALKEIAYTINGVKKAAYFIEHPLKDNNY............FIIETDGSIKARDALIQALKKLKEEL 85 
Pae_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~MSPVLRLEILKLDDKYLELKAKGETYTLFSPLVEYLSNDPDVEYVQFDVDHPLQENAYF....K.........LKVKRGNPLEAIQRAVNAILSDL 83 
Pab_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKIEVIKKEQDLLEFYLEGEDHTFANLLTETLRENPHVKFVAYTIEHPILMAR..........KPRFRVVTDGKITPEKALEEAAKKIFDRA 82 
Pho_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKIEVIKKEEDMLEFYLEGEDHTFANLLTEVLREDPHVKFVAYTIEHPITMAR..........KPRFRVVTDGKVTPEKALEEAARKIFNRA 82 
Pfu_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MKIEVIKKEENLLEFYLEGEDHTFANLLVETLRENPHVKFTAYTIEHPITMAR..........KPRFRVVTDGEITPEEALEEAAKKIFERA 82 
Sso_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEIRILKSESNYLELEIEGEDHTLGNLIAGTLRRISGVSFASYYQPHPLSDKII............VKILTDGSITPKDALLKAIENIRGMT 80 
Sto_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEIKILRSGENYLELQIDGEEHTVGNLLKGYLLKVPGVKFASYSKPHPLIDSII............LKIMTDGSISPKEALVKAIELAEEDT 80 
Hsp_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MDLRVIEKDDAELTIEVAGENHTFMNVLKGTLLETDGVTAASYDMNPEQSGGQT.........EPLLTIKTDGDVDPVDALQAAAGHTSQKL 83 
Mth_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEVILDKRNEMEIVFEGETHTLCNVLRSILMEDEKVKAAAYSIDHPI............VGEPQL.YIRAGS..PKKSLKAAAETLRDRC 75 
Afu_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEVKIIDIGEDYVRLVIKGEGHTYLNLLQHYLVEDEDVIVARYNIPHPL............IGEPEI.YIKTSGVDPLEAVKRANEKIIAAC 79 
Mac_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MELNILNKTNNELEVELRGETHTLLNLLKDLLIKDERVEAAFYDMKHVS............ISDPIL.YIKTDGTDPILVLKETAAIIIAQC 79 
Mma_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MELNILNKTNNELEVELRGETHTLLNLLKDLLIKDERVVTAFYDMKYVS............ISDPVL.YIKTDGADPILVLKDVVAIIVSEC 79 
Mja_rpoL,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEIKILERKDNLVEIELINEDHSLPNLLKDILLTKEGVKMASYSIDHPLLHPETG....RYISNPKITIITEEGTDPLEVLKEGLRDIIKMC 88 
Tac_rpoL,  ~~~~~~~~~~MQRERTAESSLRVISKEKNSITVEMINYDNTLLRTLVEEILKDDQVDEARYYIKHPVIDNPQ.............IYVRVKSGKPQSAIKRAVRKLSKLY 87 
Tvo_rpoL,  ~~~~~~~~~~MQRERTNETSLRVVSKEKDSIIVEMINYDNTLLRTLVEEILKDDQVIEARYYIKHPIIDNPQ.............IYVKVKSGKPQAAIKRSIRKLSKLY 87 
Consensus  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~                  GE HTL NLL   L     V  A Y   HP      .........             P  AL  A         18 
 
                      ↓ 3: Tail Æ 
Ape_rpoL,  GDFRRRYLEALERRGGGG~~~~~~~~ 102 
Sce_rpb11  GALKTNFETEWNLQTLAADDAF~~~~ 120 
Mka_rpoL,  EEAKEEFSGA..LEEKES~~~~~~~~ 112 
Neq_rpoL,  LNFKDWYYSN..L~~~~~~~~~~~~~ 96 
Pae_rpoL,  EELERGFFS~~~~~~~~~~~~~~~~~ 92 
Pab_rpoL,  KEVLDAWEKA..IKG~~~~~~~~~~~ 95 
Pho_rpoL,  KEVLDAWEKV..VKS~~~~~~~~~~~ 95 
Pfu_rpoL,  KEVLEAWEKA..VKS~~~~~~~~~~~ 95 
Sso_rpoL,  SHYIDEIKGL..TK~~~~~~~~~~~~ 92 
Sto_rpoL,  NKFIEEVKSI..EKR~~~~~~~~~~~ 93 
Hsp_rpoL,  QSFADTFEAA..V~~~~~~~~~~~~~ 94 
Mth_rpoL,  DEFRRLIESL~~~~~~~~~~~~~~~~ 85 
Afu_rpoL,  NTL...LEQL~~~~~~~~~~~~~~~~ 86 
Mac_rpoL,  DEF...IDVF..SKAANA~~~~~~~~ 92 
Mma_rpoL,  DEF...IDVF..SKAANA~~~~~~~~ 92 
Mja_rpoL,  DTL...LDEL..KEKK~~~~~~~~~~ 99 
Tac_rpoL,  EDLGTQFQKE..FQRYESDHMIKAVE 111 
Tvo_rpoL,  EDLGAQVEKE..IEKYRSNHIIKTTE 111 
Consensus            ..    ~~~~~~~~~~ 18 
 
8.1.3.11 Untereinheit N (rpoN) 
Das Zinkfinger-Motiv wurde rot markiert. 
                                                               ↓ 1: Zink Bundle Æ 
Mja_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MMFPIRCFSCGNVIAEVFEEYKERILK.........GENPKDVLDDLGIKKYCCRR 47  
Afu_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MDVPRNENSSDFPIRCFSCGAVIGHLYDEYKQKLSE.........GKSPKEALDELGIERYCCRR 56  
Mth_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIPVRCLSCGKPVSAYFNEYQRRVA.........DGEDPKDVLDDLGLKRYCCRR 46  
Neq_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~VLPPIRCFSCGKPLGHLWEEFNERVNK.........GEDPKKVLDDLGLERYCCRR 47  
Ape_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MLPPVRCFTCGRPLGHLWPRFRELVAS.........GKTPGEALDELGVDRYCCRR 47  
Tac_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIIPVRCFSCGRVIASDYGRYIKRVNEIKAEGRDPSPEEIEKIFDDLGIERYCCRR 56  
Tvo_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIIPVRCFSCGRVIASDYGRYLRRINEIRSEGREPTAEEIEKIFDDLGVERYCCRR 56  
Hsp_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MMVPVRCFSCGTVVGEHWEAFKARAET......HDGDEDPADVLDDLGVDRHCCRR 50  
Sce_rpb10  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIVPVRCFSCGKVVGDKWESYLNLLQ........EDELDEGTALSRLGLKRYCCRR 48  
Mka_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIIPIRCFTCGRPIAHLWEKYVELIE........EEGMEPGEALDELGVDRYCCRR 48  
Mac_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIPVRCFSCGKVISNYWDEYKRRV.........TDGEGSAAVLDDLGITRYCCRR 46  
Mma_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIPVRCFSCGKVISNYWDEYKRRV.........TDGEDAAAVLDDLGITRYCCRR 46  
Pae_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIIPIRCFTCGKPLGHLYAVFKRRV.........LAGEHPGRVLDDLGVTRYCCRR 47  
Sso_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MLIPIRCFTCGSLIADKWQSFITRV.........NAGENPGKVLDDLGVKRYCCRR 47  
Sto_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIIPIRCFTCGSLIGDKWEPFITRV.........SNGEDPGKVLDDLGVKRYCCRR 47  
Pab_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIVPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRV.........EAGEDPEKVLDDLGLERYCCRR 47  
Pfu_rpoN,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MGASPVIVPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRV.........EAGEDPEKVLDDLGLERYCCRR 52  
Pho_rpoN,  MIEQCWSEIQEEQSPTSQIGQLRVQGLRDKRVIVEYIPLILKTFLLSKTSGVGPLIIPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRV.........EAGEDPEKVLDDLGLERYCCRR 101 
Consensus  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~M  PVRCF CG VI         RV ........  GE P  VLDDLG  RYCCRR 27  
 
             ↓ 2: Tail Æ 
Mja_rpoN,  MFISYRIGEDGREIIDEIIAHDERYL~~~~~~~~~~ 73  
Afu_rpoN,  MFITHK......SVIKELSRFHGAVG~~~~~~~~~~ 76  
Mth_rpoN,  MLISHV......ETW~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 55  
Neq_rpoN,  TLLSAV......VVFPVIAKFKKV~~~~~~~~~~~~ 65  
Ape_rpoN,  TLFTSV......TYIEHAAKYRVGIHVPPERLKMWG 77  
Tac_rpoN,  MIVSHV......DLISEIMPFS~~~~~~~~~~~~~~ 72  
Tvo_rpoN,  MIISHV......DLINEIMPFS~~~~~~~~~~~~~~ 72  
Hsp_rpoN,  MLIAHQ......DLVDVVSPYQ~~~~~~~~~~~~~~ 66  
Sce_rpb10  MILTHV......DLIEKFLRYNP..LEKRD~~~~~~ 70  
Mka_rpoN,  MFLSHV......DLLEESLPYTPPRLGMPR~~~~~~ 72  
Mac_rpoN,  MFLSHV......ELVDVLSPYQ~~~~~~~~~~~~~~ 62  
Mma_rpoN,  MFLSHV......ELIDVLSPYQ~~~~~~~~~~~~~~ 62  
Pae_rpoN,  TLMAHV......EWIDDVLLYERRS~~~~~~~~~~~ 66  
Sso_rpoN,  MLLSHV......DIINEVIHYTRPI~~~~~~~~~~~ 66  
Sto_rpoN,  MLLSHV......DIIKEVIHYTRPI~~~~~~~~~~~ 66  
Pab_rpoN,  MLLSHV......ELIDDIMHYRVY~~~~~~~~~~~~ 65  
Pfu_rpoN,  MLLSHV......ELIDDIMHYRVY~~~~~~~~~~~~ 70  
Pho_rpoN,  MLLSHV......ELIDDIMHYKVY~~~~~~~~~~~~ 119 
Consensus  M  SHV......  I     Y    ~~~~~~~~~~~ 33  
Sacharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb11 ) 
 
Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoL ) 
  
Sacharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb10 / Sce_Rpb12) 
   
Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoN / Pfu_rpoP) 
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8.1.3.12 Untereinheit P (rpoP) 
Das Zinkfinger-Motiv wurde rot markiert. 
         ↓ 1: Zink Ribbon Æ                                                                         ↓ 2: Tail Æ 
Mth_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEVSRLYRCAXCGTLIDPKKYMEN....KCPRCRYRILFKEVP.PVKRTLRAR~~~ 48 
Ape_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MGLCAVAEDIWGIEEELVEEEPRKGQVVYVCIRCGAQYTIDELIQAGLGYVCQRCSSRIFIKPRGSGGRVKPKRVYAV 78 
Tac_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTEYKCVRCGR..PLEKT.MGSAEIECE.CGSRVFVKERP.SIEKTIKAR~~~ 45 
Tvo_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTEYKCVRCGR..PLEKT.MGTTEIECE.CGSRVFVKERP.SIEKTIKAR~~~ 45 
Afu_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSYVCLICGAEVDIDTE.KSL..VQCTNCGGRILIKPRPLAKKKRVKAI~~~ 46 
Sce_rpb12  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSREGFQIPTNLDAAAAGTSQARTATLKYICAECSSKLSLSRT.DA...VRCKDCGHRILLKART.KRLVQFEAR~~~ 70 
Mja_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVEYKCLNCKKIIKLE...ELGKRARCPHCSYKILVKLRP.KVVKHVKAR~~~ 46 
Hsp_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSYKCSRCKRDVELD...EYG.GVRCPYCGHRVLLKERS.RDVKEVSVQ~~~ 44 
Mac_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MGYKCTRCKQKVEID.Y.EYT.GIRCPYCGHRILVKERP.TTIKRIKAE~~~ 45 
Mma_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MGYKCTRCKQKVEID.Y.EYT.GIRCPYCGHRILVKERP.TTIKRIKAE~~~ 45 
Neq_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MPIYVCFNCGREIKIE...GKPRS.RCPYCNSTLLFKKPP.RLTKHLKAR~~~ 45 
Pab_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVEAIYRCAKCGREVKID.L.SVTRDLRCPYCGSKILYKPRP.KVPRRVKAI~~~ 49 
Pfu_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MVEAVYRCFKCGREVKLD.L.SITRDLRCPYCGSKILYKPRP.KVPRRVKAI~~~ 49 
Pho_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MGQYLRVVLISQSLRPVRL..LEELWSDVEMPEAVYRCAKCGREVKLD.L.STTRDLRCPYCGSKILYKPRP.KIPRRVKAI~~~ 77 
Mka_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MYEEEK..YEYICMRCGKKVRLDIN.ED..PIRCTHCGFRLVMKPRH.PVPRRYKAR~~~ 51 
Pae_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MTEER..KLYVCMRCGRIFSKSEM.EILPGIRCPYCNFKIIMKVRS.PMVKRIPAI~~~ 52 
Sso_rpoP,  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~M..AVYRCGKCWKTFTDEQL.KVLPGVRCPYCGYKIIFMVRK.PTIKIVKAI~~~ 48 
Sto_rpoP,  MNCSSLFNCSQISGGRPPHRLSDILKDFYCIWDFSTFLLTVRF..LIMRFLLSFM..AKYRCGNCWREFDDEQL.RALPGVRCPYCGYKIIYMVRK.PTVKVVKAI~~~ 100 
Consensus  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~     Y C  CG        .      RCP CG  IL K RP.   K  KA ~~~ 17 
 
8.1.3.13 Aminosäure-Austausch: Bewertung der „Ähnlichkeit“ in Alignments 
 
Warum unterscheiden sich Alignments teilweise mehr oder weniger? 
Wie schon beschrieben (siehe [Abb.4-09]), beruht die Zuordnung ähnlicher Aminosäure-Positionen 
(und somit letztlich die Aussage, wie nah zwei Proteine miteinander verwandt sind) auf 
Eigenschaften-Teilmengen, die an sich schon gewichtet werden wollen (z.B. ob für eine Aminosäure 
nun entscheidend ist, dass sie klein oder geladen ist). Darüber hinaus hat man festgestellt, dass diese 
Ähnlichkeitsbewertung bei sehr nah verwandten (also fast identischen) Sequenzen einerseits, und 
phylogenetisch sehr weit voneinander entfernten Proteinen unterschiedlich sein muß, um zu 
aussagekräftigen und schlüssigen Ergebnissen (z.B. in Form eines Stammbaums) zu gelangen.  
Aus diesem Grund können je nach Art der untersuchten Sequenzen sgn. „Matrices“ verwendet 
werden – letztlich Tabellen, die für jedes Aminosäure-Paar angeben, wie groß die Ähnlichkeit sein 
soll. Natürlich kann eine Matrix nicht unbegrenzt manipuliert werden – schließlich beziehen sich die 
Angaben auf unveränderliche, physikalisch-chemische Eigenschaften der Aminosäuren.  
Die heute meistens eingesetzten Matrices wie z.B. die unten genannte "PAM 250"-Matrix wurden 
gar nicht aufgrund irgendwelcher physikalisch-chemischer Daten sondern auf der Basis der 
statistischen Auswertung einer großen Zahl miteinander verwandter Proteine ermittelt. Man schaut 
also nach, bei welchen Aminosäurepaaren die Evolution einen Austausch begünstigt und wo ein 
solcher Austausch extrem selten vorkommt. Die wird dann in der "Tabelle" berücksichtigt. 
Jedenfalls ist dies eine wichtigen Ursache dafür, dass nicht jedes Alignment (trotz gleicher 
Sequenzen) hundertprozentig identisch ist (allerdings gibt es noch andere Ursachen, z.B. 
Einstellungen, für wie schwerwiegend eine größere Lücke gehalten wird  = „Gap penalty“ etc.). 
Die folgende, mit ClustalX erstellte Grafik verdeutlicht das Gesagte: In Form zweier fiktiver 
Aminosäure-Sequenzen wurde jede Aminosäure mit jeder anderen kombiniert. Es wurde die 
Standard-Matrix „Gonnet PAM 250“-Matrix – die Voreinstellung von ClustalX – verwendet. Die 
Höhe der Säulen ist ein Maß für die Ähnlichkeit der verglichenen Aminosäuren. 
 
Abb.8-01: Festlegung von "Ähnlichkeit": ClustalX, PAM 250-Matrix 
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Folgende Ähnlichkeiten wurden (neben der eindeutigen „Identität“ zweier Aminosäuren) in dieser 
Arbeit verwendet: A (S,T), C ( ), D (E,N), E (D,K,N,Q), F ( ), G ( ), H ( ), I (L,M,V), K (E,Q,R), L 
(I, M, V), M (I, L, V), N (D, E, Q, S), P ( ), Q (E,K,N,R), R (K,Q), S (A,N,T), T (S,A), V (I,L,M), 
W ( ), Y ( ).  Als Richtwert für „Ähnlichkeit“ wurde „mindestens 50%“ entsprechend o.g. Standard-
Matrix gewählt. 
 
8.2 Liste verfügbarer 3D-Strukturen zum Thema RNA-Polymerase & Transkription 
Die Zahl experimentell verifizierter (also per Röntgenstrukturanalyse von Kristallen bzw. NMR-
Spektroskopie gewonnenen) 3D-Strukturen wächst stetig. Die mit diesen Techniken ermittelten 
Angaben über die dreidimensionale Form von Proteinen sind sehr präzise und eine wichtige 
Referenz z.B. für die große Zahl von Bioinformatik-Tools, die ihre Voraussagen bezüglich 
möglicher (oder wahrscheinlicher) 3D-Strukturen, hauptsächlich aus der Analyse der Aminosäure-
Sequenz (also der Primärstruktur der Proteine) gewinnen. Als leistungsfähiges Werkzeug erweist 
sich die Kombination dieser Programme / Algorithmen mit Protein-Datenbanken: Mittels 
Alignments wird teilsweise recht erfolgreich der Versuch unternommen, die 3D-Struktur eines 
neuen Proteins mit Hilfe von Kristallstruktur-Daten ähnlicher (aber nicht identischer) Protein zu 
kalkulieren. 
In dieser Arbeit stellte vor allem das 12 Untereinheiten umfassende 3D-Modell der eukaryotischen 
RNA-Pol II aus S.cerevisiae eine wichtige Referenz für die Diskussion der Daten aus den Far 
Western Blot-Experimenten dar. 
Es wird jeweils der Organismus, der Name des Proteins (bzw. Proteinkomplexes), der / die Urheber, 
sowie die MMDB- bzw. PDB-ID angegeben, über die man auf der NCBI-Webseite [3.8] schnell 
den entsprechenden Datensatz finden kann. 
 
Structure Of Tata-Binding Protein 
Pyrococcus woesei 
B.S.Dedecker & P.B.Sigler, 4-Oct-96 
MMDB: 5296    PDB: 1PCZ 
 
Tata-Binding ProteinTRANSCRIPTION FACTOR (II)BBRE+TATA- Box Complex From Pyrococcus Woesei 
Pyrococcus woesei 
O.Littlefield, Y.Korkhin & P.B.Sigler, 1-Oct-99 
MMDB: 11573    PDB: 1D3U 
 
Crystal Structure Of The Lrp-Like Transcriptional Regulator From The Archaeon Pyrococcus Furiosus. 
Pyrococcus furiosus  
P.M.Leonard, S.H.J.Smits, S.E.Sedelnikova, A.B.Brinkman, W.M.De, Vos, J.Van Der Oost, D.W.Rice & J.B.Rafferty, 1-Feb-01 
MMDB: 18395    PDB: 1I1G 
 
Crystal Structure Of Thermus Aquaticus Core Rna Polymerase- Includes Complete Structure With Side-Chains (Except For 
Disordered Regions)-Further Refined From Original Deposition-Contains Additional Sequence Information 
Thermus aquaticus 
L.Minakhin, S.Bhagat, A.Brunning, E.A.Campbell, S.A.Darst, R.H.Ebright & K.Severinov, 18-Dec-00 
MMDB: 15252    PDB: 1HQM                                                                                            ( wichtigste Referenz für die RNAP bei Bacteria )
 
Complete 12-Subunit Rna Polymerase II 
Saccharomyces cerevisiae 
K.-J.Armache, H.Kettenberger & P.Cramer, 29-Jan-03 
MMDB: 24539    PDB: 1NT9                                                                                             ( wichtigste Referenz für die RNAP bei Eukarya ) 
 
Structure Of An Archeal Homolog Of The Eukaryotic Rna Polymerase II Rpb4RPB7 COMPLEX 
Methanococcus jannaschii 
F.Todone, P.Brick, F.Werner, R.O.J.Weinzierl & S.Onesti, 17-Oct-01 
MMDB: 18143    PDB: 1GO3 
 
N-Terminal Domain Of Tfiib, Nmr 
Pyrococcus furiosus 
W.Zhu, Q.Zeng, C.M.Colangelo, L.M.Lewis, M.F.Summers & R.A.Scott, 27-Mar-96 
MMDB: 4839    PDB: 1PFT 
 
RNA Polymerase II-TfIIS Complex 
Saccharomyces cerevisiae 
H.Kettenberger, K.-J.Armache & P.Cramer, 19-Jun-03 
MMDB: 24113    PDB: 1PQV 
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Wild Type Rna Polymerase Ii 
Saccharomyces cerevisiae 
D.A.Bushnell & R.D.Kornberg, 24-Dec-02 
MMDB: 22688    PDB: 1NIK 
 
Crystal Structure Of Yeast Rna Polymerase Ii Complexed With The Inhibitor Alpha Amanitin 
Saccharomyces cerevisiae 
D.A.Bushnell, P.Cramer & R.D.Kornberg, 22-Oct-01 
MMDB: 18935    PDB: 1K83 
 
Rna Polymerase II Elongation Complex 
Saccharomyces cerevisiae 
A.L.Gnatt, P.Cramer & R.D.Kornberg, 2-Mar-01 
MMDB: 16228    PDB: 1I6H 
 
Solution Structure Of The Essential Rna Polymerase Subunit Rpb10 From Methanobacterium thermoautotrophicum 
Methanobacterium thermoautotrophicum 
C.D.Mackereth, C.H.Arrowsmith, A.M.Edwards & L.P.Mcintosh, 7-Feb-00 
MMDB: 13663    PDB: 1EF4 
 
Solution Structure Of Rna Polymerase Subunit Rpb5 From Methanobacterium Thermoautotrophicum 
Methanobacterium thermoautotrophicum 
A.Yee, V.Booth, A.Dharamsi, A.Engel, A.M.Edwards & C.H.Arrowsmith, 25-Feb-00 
MMDB: 13628    PDB: 1EIK 
 
Structure Of A Transcribing T7 Rna Polymerase Initiation Complex 
Bacteriophage T7 
G.M.T.Cheetham & T.A.Steitz, 1-Sep-99 
MMDB: 12809    PDB: 1QLN 
 
Crystal Structure Of A T7 Rna Polymerase-T7 Promoter Complex 
Bacteriophage T7 
G.M.T.Cheetham, D.Jeruzalmi & T.A.Steitz, 11-Mar-99 
MMDB: 10243    PDB: 1CEZ 
 
Structure Of Escherichia Coli Rna Polymerase Alpha Subunit N-Terminal Domain 
Escherichia coli 
G.Zhang & S.A.Darst, 8-May-98 
MMDB: 10201    PDB: 1BDF 
 
Solution Structure Of Rna Polymerase Subunit H 
Methanococcus jannaschii 
A.Thiru, M.Hodach, J.Eloranta, V.Kostourou & R.Weinzierl, 5-Feb-99 
MMDB: 10045    PDB: 1HMJ 
 
T7 Rna Polymerase Complexed With T7 Lysozyme 
Bacteriophage T7 
T.Steitz & D.Jeruzalmi, 8-Aug-97 
MMDB: 8719    PDB: 1ARO 
 
Thermococcus Celer Rpb9, Nmr, 25 Structures (TFIIS) 
Thermococcus celer 
B.Wang, D.N.M.Jones, B.P.Kaine & M.A.Weiss, 19-Aug-97 
MMDB: 6818    PDB: 1QYP 
 
 
Weiter Einträge zum Thema „RNA Polymerase“ inklusive Verweisen auf die verfügbaren 3D-Strukturen im PDB-
Format finden sich z.B. auch unter folgender Internet-Adresse: http://www.rcsb.org/pdb/molecules/pdb40_report.html
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8.3 Wie mache ich eine lokale BLAST-Suche? 
Gene auch in einem noch nicht fertig annotierten Genom suchen und finden! 
 
Das unten angegebene Beispiel „Nanoarchaeum“ ist insofern nicht mehr ganz aktuell, als 
mittlerweile eine analysierte / annotierte Version bei NCBI vorliegt. Wie unter [Abb.4-05] 
angegeben, hat die „lokale BLAST-Suche“ selbst in diesem Fall noch eine wichtige Funktion, und 
verhindert evtl. fälschliche Aussagen zum Beispiel bezüglich des „Fehlens eines Genes im Genom 
von Organismus XYZ“. 
Lokales BLAST auf dem eigenen PC ist z.B. interessant für die Analyse umfangreiche Nucleotid-
Sequenzen, die noch nicht in Form einer annotierten Genbank-Datei vorliegen. Beispiel: 
Nanoarchaeum equitans (dieses vielleicht kleinste bekannte Archaeon lebt offensichtlich als 
Parasit auf Ignicoccus (ebenfalls Archaea); ähnlich klein sind nur die zellwandlosen Vertreter der 
Gattung Mycoplasma beziehungsweise die parasitäten Rickettsien und Clamydien bei Bacteria; 
siehe auch Thermoplasma bei Archaea). Ich wollte z.B. die Gene der DNA-abhängigen RNA-
Polymerase von Nanoarchaeum für eine vergleichende Darstellung suchen, da mit Nanoarchaeum 
neben Crenarchaeota, Euryarchaeota und Nanoarchaeota ein weiteres Reich (die Nanoarchaeota) 
postuliert wird, und diesem Genom deshalb besonderes Interesse gilt. 
 
Es gibt eine ganze Reihe von Internet-Seiten, auf denen man eine Online-BLAST-Suche 
durchführen kann.  
( z.B. bei NCBI:  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi). Nachteil: Nutzlos, sofern 
das Genom des gewünschten Organismus noch nicht in der Datenbank enthalten ist. Eine 
Alternative wäre z.B. die Webseite der "Biocomputing Service Group" am DKFZ Heidelberg 
(„HUSAR Heidelberg“) - hier hat man ein eigenes Benutzerverzeichnis auf dem Server und kann 
mit beliebigen eigenen Sequenzdateien arbeiten. Nachteil: dieser Dienst ist nicht kostenlos - man 
muß regelmäßig für seinen Benutzer-Account bezahlen. 
 
Viele der angebotenen Online-Funktionen kann man mit geeigneten Programmen auch auf dem 
eigenen PC realisieren. Für die BLAST-Suche wird hier das kostenlose Programm Bioedit 
(Version 5.0.9) verwendet, welches man sich unter der folgenden Adresse aus dem Internet laden 
kann: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html 
 
Die Sequenz von Nanoarchaeum equitans ist zum jetzigen Zeitpunkt (05.11.03) noch nicht 
annotiert, liegt aber schon in einer Rohfassung (nur mit der DNA-Sequenz) im Genbank-Format 
vor: bei http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/a_g.htm (einer NCBI-Seite mit einer Liste 
bisher komplett sequenzierter Archaea) als Suchbegriff "Nanoarchaeum" eingeben ("Search" von 
"Genome" auf "Nucleotide" stellen). Von den angezeigten Treffern "AACL01000001" 
("Nanoarchaeum equitans Kin4-M N.equitans_v1.0, whole genome shotgun sequence") 
anklicken. Die jetzt angezeigte Genebank-Datei enthält noch HTML-Formatierungen, die beim 
Einlesen in Bioedit stören würden. Deshalb auf "Send to" mit Einstellung "File" oder "Text" klicken 
und die Datei im reinen Textformat abspeichern (passenden Namen wählen - z.B. 
Nanoarchaeum.txt). 
 
Bioedit starten. Die Nanoachaeum-Genomdatei mit "File" Æ "Open" laden. Unter "Sequence" Æ 
"Nucleic Acid" Æ "Sorted Six Frame Translation" wählen. In der angezeigten Dialogbox unter 
"Minimum ORF size" z.B. 40 (Aminosäuren) angeben. Auf "Translate" klicken und die 
resultierende Datei als Textdatei abspeichern. 
 
Unter "Accessory Application" Æ "BLAST" Æ "Create a local protein database file" wählen 
und die eben abgespeicherte Datei mit den Aminosäuresequenzen auswählen. Es öffnet sich kurz 
ein MS-DOS-Fenster, das sich aber von selbst wieder schließt (die Datenbank ist jetzt fertig). 
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Unter "Accessory Application" Æ "BLAST" Æ "Local BLAST" wählen. In der angezeigten 
Dialogbox bei "Program" "blastp" wählen und bei "Protein Database" die neu generierte 
Datenbank wählen, die den selben Namen wie die Textdatei hat. Unter "Load From File" kann 
man eine Textdatei mit der Aminosäuresequenz laden, mit der man eine BLAST-Suche machen 
will. Oder Sequenz einfach in das Eingabefeld kopieren. Mit "Do Search" den BLAST-Lauf 
starten... eigentlich sollte sich jetzt ein Fenster mit der Liste der besten Übereinstimmungen öffnen. 
Diese Datei sollte man zur Dokumentation der Suche abspeichern.  
 
Bei dem Alignment des "besten Treffers" (der zuoberst in der Liste steht), findet sich eine 
Formulierung wie z.B. "187775 to 185637: Frame - 3". Dieses Verweis hilft bei der Zuordnung der 
zugrundeliegenden  Nucleotidsequenz zur gefundenen Aminosäuresequenz.  
 
Um nun schließlich an die komplette Aminosäure-Sequenz zu gelangen, kopiert man einen Teil der 
unter "Sbjct" angegebenen Aminosäuren und sucht damit in der eingangs erstellten und 
abgespeicherten Datei mit den einzelnen Aminosäuresequenzen (d.h. die Datei, mit der die 
Datenbank generiert wurde). Sobald man den entsprechenden Eintrag gefunden hat kopiert man ihn 
am besten in einer neue Datei. 
 
In den meisten Fällen fängt die Sequenz nicht mit einem Methionin an, so dass man noch einige 
Aminosäuren am Anfang löschen kann. Im Idealfall hat man jetzt die komplette 
Aminosäuresequenz des gesuchten Proteins vorliegen. Allerdings sollten mit weiteren Tests der 
Start und das Ende des Genes auf Plausibilität getestet werden (eine Möglichkeit hierfür bietet z.B. 
ein multiples Alignment mit homologen Proteinen anderer Arten).   
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8.4 „GenbankAnalyse“ – ein selbst geschriebenes Bioinformatik-Tool 
„GenbankAnalyse“ wurde im Rahmen dieser Arbeit von mir mit Delphi 5 (Borland) programmiert. 
Es stellt eine Ergänzung zu anderen Bioinformatik-Programmen dar und ist auf Cut & Paste in 
enger Verbindung mit leistungsfähigen Texteditoren wie z.B. Ultraedit ausgelegt. Die von dem 
Programm generierten Grafiken werden in die Zwischenablage kopiert, von wo sie in ein beliebiges 




Abb.8-02: Screenshot des programmierten Bioinformatik-Tools "GenbankAnalyse" 
 
Das Programm wurde zunächst entwickelt, um die Vielzahl von transkriptions-relevanten Gene aus 
archaellen und bakteriellen Genomen zu extrahieren und dabei jeweils gleich die meisten für diese 
Arbeit benötigten Basis-Analysen vorzunehmen (z.B. Berechnung von theoretischem 
Molekulargewicht, Ladung, isoelektrischem Punkt (pI), Aminosäure-Verteilung samt 
Auffälligkeiten, Zuordnung und Formatierung der DNA-Sequenz zur Aminosäure-Sequenz, 
Extraktion von Stromaufwärts-Region auf Nucleotidebene etc.; allein Tabelle [Abb.4-05] zeigt 211 
RNA-Pol-Gene, die nicht alle in den Online-Datenbanken enthalten sind).  
Später kamen Funktionen zur Analyse einzelner Proteine und zur Erstellung von kompakten / 
platzsparenden Grafiken hinzu. 
 
Funktionen des Programms in Stichworten: 
• Einlesen von Genom-Dateien im Genbank-Format (*.gbk); Abspeichern der transformierten 
Daten in 5 verschiedenen Dateien / Listen: 
a) Gene zeilenweise; Reihenfolge wie im Genom; Zusatzinfo über Abstand zum 
vorhergehenden Gen 
b) Liste sortiert nach theoretischem Molekulargwicht  
c) Statistik-Datei mit globalen Angaben zum Genom: GC-Gehalt, Häufigkeit von Start- und 
Stop-Codons, Länge der intergenen Region (Überschneidung, Wechsel der Leserichtung etc.). 
Tab-getrennte Tabelle mit Daten zum Thema „gekoppelte / überlappende Gene“. 
d) Datei mit Ergebnissen einer Stichwortsuche; Zuordnung der Nucleotid-Sequenz zur 
Aminosäuresequenz (wenn nötig revers komplementär etc.). U.a. Berechnung der 
durchschnittlichen prozentualen Aminosäure-Häufigkeit in den gefundenen Protein-Genen 
(z.B. auch für alle Protein-Gene: bei P.furiosus z.B. 2065) sowie der "Codon-Usage". 
e) Tab-getrennte Liste für Import in Excel: Abstand zum vorhergehenden Gen und Info über 
Wechsel der Leserichtung etc.; Start- und Stop-Position (Locus) des Genes; Aminosäure-
Anzahl; theoretisches Molekulargewicht; Ladung bei pH 7,62; Isoelektrischer Punkt; Start- 
und Stop-Codon; Gen-Bezeichnung; „/product“-Angabe; „/note“-Angabe 
• Analyse einzelner Proteine: die o.g. Daten; zusätzlich Infos über C-Terminus / N-Terminus; u.a. 
Analyse auf Indizien für Thermoadaptation 
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• Generierung von kompakten Säulen-Diagrammen zum Thema „Aminosäure-Häufigkeit“ 
(unsortiert / sortiert / farblich markiert / optionale „Normalisierung“). 
Beispiel:     
• Generierung von Grafiken zum Thema: Alignment-Konsensus; Geladene Aminosäuren etc. 
Beispiel:   
• Formatierung von Konsensus-Sequenzen (u.a. Umwandlung in ein ProSite-Suchmuster für die 
Markierung von Protein-Abschnitten in Cn3D über die Funktion „Find pattern“). 
• Komplette Nucleotid-Sequenz aus Genbank-Datei extrahieren (z.B. für Import in Bioedit, falls die 
Genbank-Datei zu groß ist, um korrekt geladen zu werden). 
 
Dieses Programm steht den Mitarbeitern der AG Thomm als Hilfmittel u.a. bei der Fortführung des 
Pyrococcus-RNA-Polymerase-Projektes zur Verfügung. 
 
Die Daten für die Implementierung der Berechnung des theoretischen Molekulargewichtes 
wurden folgender Datei entnommen:   http://jjorg.chem.unc.edu/personal/monroe/docs/mwthelp.txt 
Um die Angaben zu Ladung und Isoelektrischem Punkt besser einschätzen zu können, wird kurz 
auf das Prinzip bzw. die Daten eingegangen, die zu ihrer Berechnung verwendet werden: 
8.4.1 Berechnung der theoretischen Nettoladung und des Isoelektrischen Punktes 
Das Berechnen der Nettoladung bzw. des Isoelektrischen Punktes (pI) ist nicht ganz trivial, weil 
eine Reihe Voraussetzungen und Einschränkungen getroffen werden. Zusammenfassend kann 
gesagt werden, dass die resulierenden Werte nützlich und in vielen Fällen ausreichend, jedoch auf 
jeden Fall "theoretisch" sind, und praktische Experimente nicht komplett ersetzen können. 
Ich habe mich weitgehend an der Funktion "PepStats" von HUSAR-Heidelberg (siehe 3.8)  
orientiert, deren Ergebnisse zur Verifizierung des von mir selbst (auf Grundlage von im Internet 
verfügbaren Informationen) implementierten Algorithmus diente. 
Generell erfolgt die Berechnung auf der Basis einer Tabelle mit pKa-Werten, die entsprechend der 
Henderson-Hasselbalch'schen Gleichung für jede Aminosäure einen Wert (Dissoziationskonstante) 
liefert, der zu der (theoretischen) Netto-Ladung des Proteins hinzuaddiert werden kann. Da hierbei 
die besondere Verteilung der Aminosäuren bzw. die tatsächliche 3D-Konformation nicht 
berücksichtigt wird, handelt es sich um eine Abschätzung. Im nativen Protein beeinflussen sich die 
in unmittelbarer Nähe befindlichen Aminosäure-Reste gegenseitig, so dass von der Theorie 
abweichende Dissoziationskonstanten resultieren.  
Es muß beachtet werden, dass verschiedene pKa-Wert-Tabellen mit leicht voneinander 
abweichenden Werten kursieren. Ich habe mich nach folgender Tabelle gerichtet, die auch PepStats 
standardmäßig verwendet (bezeichnender Weise kann man in PepStats auch eine eigene, alternative 
Tabelle benutzen): 
---------------------------------- 
 pK data from Bull, "An Introduction to Physical Biochemistry", p128. 
  
Residue  pK     
  C  8.3 
D  3.91 
E   4.25 
H  6.50 
K  10.79 
R  12.50 
Y  10.95 
NH2  8.56  (amino terminus) 
COOH     3.56  (carboxyl terminus) 
---------------------------------- 
Die Berechnung des Isoelektrischen Punktes ( pI ) erfolgt, indem die Netto-Ladung des Proteins für 
das gesamte pH-Spektrum ausgerechnet wird, und der Umgebungs-pH ermittelt wird, bei dem die 
Netto-Ladung gleich 0 ist. 
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Anhand der Aminosäuresequenz der Untereinheiten der RNAP aus P.furiosus und einiger 
Testproteine erfolgte die Überprüfung der von meinem Programm errechneten Werte. 
Während sich mit den o.g. pKa-Werten bei meinen eigenen Berechnungen ein identischer Wert für 
den pI ergibt, weicht die Angabe für die Netto-Ladung aus unerfindlichen Grüden etwas von 
PepStats ab (normalerweise nicht mehr als +/-1), was aber für die Gesamtaussage keinerlei Folgen 
hat, wenn man bedenkt, dass schon geringe Änderungen des Umgebungs-pH deutliche 
Abweichungen der Protein-Ladung nach sich ziehen. Die von PepStats errechneten Daten stimmen 
mit meinen Werten am besten überein, wenn ein pH von 7,62 zugrunde gelegt wird (dieser Wert 
wurde von mir im folgenden verwendet).  
Folgende Beispiele zeigen einen Vergleich der Werte von PepStats und "GenbankAnalyse":  
(in Klammern die von mir selbst errechneten Werte) 
   Ladung           pI 
rpoB:  -10  (-10)  6,70  (6,69) 
rpoA1:  -6  (-6)   6,83  (6,82) 
rpoA2:  -7  (-7)   5,86  (5,86) 
rpoD:  -14  (-14)  4,71  (4,71) 
rpoE1:  0  (0)   7,76 (7,76) 
rpoF:  -8  (-8)  4,66 (4,65) 
rpoK:  2  (2)  10,34 (10,34) 
rpoP:  9  (8)  10,73 (10,72) 
Test1:  57  (59)    ???  (13,92)  (ausschließlich basisch) 
Test2:  -69  (-74)  2,19  (2,19)  (ausschließlich sauer) 
( die beobachtete Genauigkeit wurde als ausreichend betrachtet; bei den künstlichen (in natura nicht 
vorkommenden) Testsequenzen mit ausschließlich basischen / sauren Aminosäuren  gibt es 
Abweichungen; "???" deutet an, dass PepStats hier keine Ergebnis lieferte). 
Weitergehende Informationen zum Thema "Berechnung von Nettoladung und Isoelektrischem 
Punkt" finden sich unter folgenden Internet-Adressen: 
http://bioperl.org/pipermail/bioperl-l/2002-September/009280.html 
http://fields.scripps.edu/DTASelect/20010710-pI-Algorithm.pdf 
Für die konkrete Programmierung erwiesen sich auch folgende Informationen als nützlich: 
http://www.biochem.uwo.ca/undergrad/381a/ta/tutorial6.doc 
8.5 Liste der mikrobiellen Genom-Dateien im Genbank-Format (Internet) 
Allgemein Liste mit komplett sequenzierten Mikroorganismen: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Complete.html 




Archaeoglobus fulgidus DSM 4304: 
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Archaeoglobus_fulgidus/NC_000917.gbk 




Methanopyrus kandleri AV19: 
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Methanopyrus_kandleri/NC_003551.gbk 
Methanosarcina acetivorans C2A: 
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Methanosarcina_acetivorans/NC_003552.gbk 
Methanosarcina mazei Goe1: 
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Methanosarcina_mazei/NC_003901.gbk 
Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H: 
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Methanobacterium_thermoautotrophicum/NC_000916.gbk 






Pyrococcus furiosus DSM 3638: 




















Escherichia coli CFT073  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NC_004431 
Helicobacter pylori 26695: 
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Helicobacter_pylori_26695/NC_000915.gbk 
Salmonella typhimurium LT2: 
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Salmonella_typhimurium_LT2/NC_003197.gbk 





8.6 Accession-Nummern einiger in dieser Arbeit erwähnter Gene 
Saccharomyces cerevisiae (Gene der Pol II):  
 Die folgenden Gene finden sich z.B. auch bei Swissprot unter RPB1_YEAST, RPB2_YEAST, ... 
 Rpb1: P04050    (Synonyme: RPO21, RPB220, SUA8, YDL140C, D2150) 
 Rpb2: P08518  /  NP_014794  (Synonyme: RPO22, RPB150, YOR151C) 
 Rpb3: P16370  /  NP_012243  (Synonyme: YIL021W) 
 Rpb4: P20433  /  NP_012395  (Synonyme: YJL140W, J0654) 
 Rpb5: P20434  /  NP_009712  (Synonyme: YBR154C, YBR1204) 
 Rpb6: P20435    (Synonyme: RPO26, YPR187W, P9677.8) 
 Rpb7: P34087    (Synonyme: YDR404C, D9509.22) 
 Rpb8: P20436  /  NP_014867  (Synonyme: YOR224C, YOR50-14) 
 Rpb9: P27999    (Synonyme: YGL070C) 
 Rpb10: P22139  /  NP_014853  (Synonyme: YOR210W) 
 Rpb11: P38902  /  NP_014638  (Synonyme: YOL005C) 
 Rpb12: P40422    (Synonyme: RPC10, YHR143BW 
Escherichia coli ( Gene der bakteriellen RNA-Polymerase): 
 ß’: P00577    swissprot: RPOC_ECOLI 
 ß : P00575    swissprot: RPOB_ECOLI 
 α : P00574    swissprot: RPOA_ECOLI 
 ω : P08374    swissprot: RPOZ_ECOLI 
σ70: P00579    swissprot: RPSD_ECOLI    (Standard-σ-Faktor) 
σ54: P24255    swissprot: RP54_ECOLI (Arginin-Metabolismus) 
Sulfolobus acidocaldarius ( Gene der RNA-Polymerase): 
(S.acidocaldarius ist noch nicht komplett sequenziert, wird aber an verschiedenen Stellen zitiert bzw. in 
Alignments mit einbezogen, da an diesem Organismus wichtige Untersuchungen zu Thema "RNA-
Polymerase bei Archaea" durchgeführt wurden (Lanzendörfer et al., 1994)). 
 rpoA/B/C: X14818  (Operon u.a. mit Untereinheit B, A', A'') 
rpoD/N: X80194  (Operon mit rpoD, rpoN und ribosomalen Proteinen) 
B:  P11513 / S04716 swissprot: RPOB_SULAC 
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A':  P11512 / B33926 swissprot: RPA1_SULAC 
A'':  P11514   swissprot: RPA2_SULAC 
rpoD:  P39471   swissprot: RPOD_SULAC 
rpoE:  P39466 / S38658 swissprot: RPOE_SULAC 
rpoH:  P11521   swissprot: RPOH_SULAC 
rpoK:  P39463   swissprot: RPOK_SULAC 
rpoL:  P46217   swissprot: RPOL_SULAC 
rpoN:  P39472  swissprot: RPON_SULAC 
 
8.7 Abkürzungen und Begriffe 
Alignment  Kurzform für "Multiple alignment" 
bp   Basenpaare (DNA) 
Da    Dalton 
extrem thermophil: Organismus wächst bei Temperaturen > 75°C 
Genbank  Einen der wichtigsten, online verfügbaren Gen-Datenbanken 
GTG   Alternatives Start-Codon (bei Archaea und Bacteria) 
hyperthermophil: Organismus wächst bei Temperaturen > 90°C 
kDa   Kilodalton 
mesophil:  Organismus wächst bei 20-45°C 
MG   Molekulargewicht 
NCBI   National Center for Biotechnologie Information 
NusA   transcription termination-antitermination factor NusA 
NusG   transcription termination-antitermination factor NusG 
ORF   Open reading frame 
PA   Polyacrylamid 
PAGE   Polyacrylamid Gel Elektrophorese 
pI   Isoelektrischer Punkt 
PIC   Präinitiationskomplex 
PKA   Proteinkinase A (zur radioaktiven Markierung geeigneter Protein) 
Pol I / Pol II / Pol III: Eurkaryotische DNA-abhängige RNA-Polymerase 
psychrophil:  (auch „cryophil“) Organismus wächst bei Temperaturen < 20°C 
rbs   Ribosomen-Bindestelle 
RNA-Pol  In dieser Arbeit ist immer die DNA-abhängige RNA-Polymerase gemeint 
RNAP   (siehe oben) 
SRS:   Sequence Retrieval System (Gene im Internet / Datenbanken suchen) 
thermophil:  Organismus wächst bei Temperaturen > 45°C 
TBP   TATA-Box-Bindeprotein 
TFB    (archaeeller) Transkriptionsfaktor B (Initiation) 
TFE   (archaeeller) Transkriptionsfaktor TFE (Initiation) 
TFS   (archaeeller) Transkriptionsfaktor TFS (Elongation) 
TTG   Alternatives Start-Codon (bei Archaea und Bacteria) 
UE   Untereinheiten (der RNA-Polymerase) 
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